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結合分子としてペプチド核酸（PNA）に着目し、PNA を基本骨格とした RNA 二重鎖選択的
な分子を設計・合成し、その相互作用を詳細に解析することを主な目的とした。また、RNA
二重鎖の構造と配列を直接検出する蛍光プローブの開発へと展開した。 
第二章では、核酸医薬として期待される small interfering RNA（siRNA）に選択的な蛍光プ












第三章から第七章では、PNA による三重鎖形成反応に着目した。三重鎖形成 PNA はその
チミンとプロトン化シトシンが、RNA 二重鎖内の A−U、G−C 塩基対と Hoogsteen 型の水素
結合を介して三重鎖を形成し、配列選択的に結合する分子である。従来の三重鎖形成オリゴ
ヌクレオチド（TFO）と比較して、その結合は極めて安定である。さらに、DNA 二重鎖よ
りも RNA 二重鎖と強く結合する特性が報告されており、これは TFO ではもちろん、他に




は元の DNA 二重鎖の B 型構造から A 型構造へ近づくような、顕著な構造変化を伴うこと
が分かった。また RNA 二重鎖に対しては、会合定数が 2.6 倍、会合速度定数が 4.4 倍大き
かったことから、PNA−dsRNA 三重鎖形成は特に会合過程が有利であることが示唆された。
これらの結果から、(1) DNA 二重鎖に比べてリジッドな RNA二重鎖へ結合できる、PNAの
構造的にフレキシブルな骨格; (2) DNA 鎖が RNA 鎖よりも糖のパッカリングの変化を付随
するコンフォメーション変化をしやすい性質; (3) A 型構造の主溝と PNA の構造的な相性、




















的に三重鎖形成 PNA の塩基を TO に置き換えたプローブ: tFIT（triplex-forming forced 
intercalation of thiazole orange）プローブを開発した。プローブが標的 RNA 二重鎖と三重鎖
を形成すると、TO 部位の蛍光強度は最大 470倍増大した。tFIT プローブの会合速度定数は
従来の TFO と比較して 2 桁大きいことが特長であり、これにより蛍光応答が極めて迅速で




















った。第七章では、わずか 6塩基長のプロピルリンカーで連結した TO 擬塩基を含む tFIT プ





た。RNA へ結合した TO の寿命測定データはほとんどなく、特に三重鎖へ結合した TO を
調べた例はないため、本章のデータは TOの分光特性に関する貴重なデータでもある。 







My thesis comprises eight chapters. In chapter 1, I overviewed significance of double-stranded RNA 
(dsRNA), peptide nucleic acid (PNA) as a potential RNA-binding molecule, and the backgrounds in 
every chapter that motivate me to study interactions between PNA and dsRNA. A double-stranded 
conformation of RNA plays a crucial role in many biological machineries, and thus synthetic 
molecules that selectively bind to dsRNA have their potential use in the fields of chemical biology, 
biotechnology, and therapeutics. Despite the biological significance of dsRNA, dsRNA-binding 
molecules are scarcely addressed in the literature. What is more, detailed information on synthetic 
molecule-dsRNA interactions in terms of thermodynamics, kinetics and photophysics is lacking as 
compared to accumulated information on dsDNA-binding molecules. Therefore, I paid special 
attention to dsRNA as an analytical target, and decided to develop synthetic molecules that are capable 
of selectively recognizing dsRNA structure and sequence. Hereof, PNA was a prominent candidate as 
a dsRNA-binding molecule. PNA is reported to bind tightly both to single-stranded RNA (ssRNA) by 
means of Watson−Crick base pairing and to dsRNA by Hoogsteen base pairing. A vast range of 
previous researches on RNA-binding molecules suggests that secondary structures that often interrupt 
dsRNA (e. g. bulge, loop, overhang, etc.) and the major groove of dsRNA can be used as molecular 
recognition fields for selective recognition of dsRNA. I specifically developed PNA-based molecules 
for an overhang structure in small interfering RNA (siRNA) (Chapter 2), and the hydrogen bonding 
donors/acceptors that are facing towards the major groove in hairpin RNAs (Chapter 3−7). These 
molecules were also functionalized with a fluorescent modality, and worked as a fluorescent probe for 
dsRNA. Thus, the primary objective of my thesis was development of synthetic (fluorescent) 
molecules that selectively bound to dsRNA, the interaction analyses, and the analytical applications 
for RNA detection. 
 
Chapter 2. I developed siRNA-selective fluorescent probe: Py-AA-TO. Py-AA-TO is composed of 
two consecutive adenines which are conjugated with a light-up intercalator, thiazole orange (TO) at 
the C-terminal and a pyrene at the N-terminal. The PNA moiety of the probe bound to the two 
overhanging nucleotides at the 3’-terminal of siRNA, and the TO moiety bound to the duplex region 
nearby, which was accompanied by a light-up (off-on) response. I applied Py-AA-TO as an affinity-
labeling agent for natural siRNA, and found that Py-AA-TO/siRNA was encapsulated by the carrier 
molecules. The labeled siRNA in the resulting nanocomplex was selectively visualized in living HeLa 
cells by a fluorescence microscopy. Co-staining experiments and an inhibitor assay revealed a unique 
characteristics that Py-AA-TO selectively visualized siRNA in the nanocomplex that were taken up 
by endocytosis and localized in the endosome/lysosome. The uptake of the nanocomplex could be 
further quantified by flow cytometry measurements. Interestingly, by virtue of non-covalent binding 
of Py-AA-TO that dissociated from siRNA upon disassembly of the nanocomplex, the disassembly 
could also be detected by a time-course decrease of the probe signal in the flow cytometry analysis. 
Also, the silencing activity of the Py-AA-TO-labeled siRNA was retained probably because of release 
of intact siRNA by dissociation of the probe. By contrast, conventional siRNA imaging analysis using 
fluorophore-modified siRNA led to the decrease in the siRNA silencing activity most likely by steric 
interruption of siRNA-protein interactions by the fluorophore, and could not monitor the nanocomplex 
disassembly since the signal was continuously detected from the degradation products of the siRNA. 
Significance of this chapter is (1) development of the siRNA-selective molecule based on recognition 
of only two overhanging nucleotides for the first time; (2) fluorescence imaging of a specific 
noncoding RNA species by a small fluorescent molecule, which is without precedence; and (3) 
development of unique analytical method for delivery analysis of natural siRNA rather than siRNA 
mimic in the conventional method. 
 
Chapter 3. Interactions between triplex-forming PNA and dsRNA or dsDNA were investigated in 
detail for better understanding of triplex formation by PNA and for elucidation of the dsRNA vs. 
dsDNA binding selectivity of triplex-forming PNA. Thermal stability comparison over a wide range 
of pH and NaCl concentration revealed that the PNA−dsRNA triplex was thermally more stable than 
the PNA−dsDNA triplex, but the pH and NaCl concentration dependence suggested that electrostatic 
interactions were not the primary factor that governed the dsRNA selectivity. Thermal stability under 
the molecular crowding conditions revealed that hydration was a determinant for the triplex stability. 
Thermodynamic and kinetic parameters associated with the triplex formations showed the higher 
association constant and the association rate constant (kon) for the PNA−dsRNA triplex. This suggested 
more favorable association, or nucleation, step in the triplex formation. Comparison of the triplex 
stability and conformation with heteroduplexes demonstrated that the DNA strand in the duplex was 
detrimental to the stability, and caused a conformational change towards an A-type helical structure. 
Overall, I concluded that the key underlying the dsRNA vs. dsDNA selectivity by triplex-forming PNA 
is (a) an adequate flexibility of PNA backbone and a weak communication between base and backbone 
of PNA to conformationally adopt in the deep, narrow major groove of the rigid dsRNA major groove; 
(b) geometric compatibility of the major groove of the A-type dsRNA; (c) relative destabilization of 
the PNA-dsDNA triplex due to polymorphic sugar puckering nature of deoxyribose; (d) hydration. My 
findings for the first time pointed out the importance of intrinsic nature of both PNA and sugar 
puckering for the dsRNA selectivity. Triplex formation is the only way available to recognize dsRNA 
in a sequence-selective manner, but the conventional TFO based on DNA, RNA, or their analogues 
tend to bind strongly to dsDNA than dsRNA. Therefore, significance of this chapter is the first 
examination of the molecular basis of the unique binding selectivity of triplex-forming PNA for 
dsRNA.  
 
Chapter 4. Kinetics and thermodynamics of the triplex formation between PNA and dsRNA were 
investigated in greater detail to understand the binding mechanism and the effects of mismatches. 
From stopped-flow measurements, the kon value was larger by a factor of two than that of TFO because 
of the charge neutral backbone of PNA. The plot of lnkon vs. 1/T (Arrenius plot) gave the apparent 
negative activation energy, which suggested that the triplex formation proceeded by the 
nucleation−zipping mechanism. I found that the kon value dramatically decreased when the ionic 
strength increased, and when the single-base mismatch was located both at the central and at the 
terminal position of the binding sequence. Thus, the nucleation step was very sensitive both to the 
ionic strength and the mismatch, and the nucleus zipped up nondirectionally. Isothermal titration 
calorimetry (ITC) measurements showed that the triplex formation the triplex formation was driven 
by the large negative enthalpy change, H, which was strongly compensated by the large positive 
entropy change, S (an enthalpy-entropy compensation effect). The temperature dependence of the 
thermodynamic parameters exhibited that the triplex formation was accompanied by a large negative 
heat capacity, Cp. This suggested the association phase of the triplex formation was a coupled process 
beween a conformational transition of the PNA and its binding to dsRNA through Hoogsteen base 
pairing. The introduction of the mismatch let to the decrease in the H values while the binding 
constant was fairly affected. The central mismatch had more decreasing effect on the H likely 
because the base pairing was significantly disrupted. Significance of this chapter is (1) the first 
examination of the binding mechanism of the triplex formation by PNA; and (2) comprehensive 
investigation of the PNA triplex formation in terms of the kinetics and thermodynamics. Our results 
will be used for the future design of triplex-forming PNA that has better sequence selectivity and 
binding kinetics for target dsRNA. 
 
Chapter 5. I developed a fluorescent probe: tFIT (triplex-forming forced intercalation of thiazole 
orange) probe based on triplex-forming PNA for fluorescence sensing of dsRNA in a sequence 
selective manner. tFIT probe comprises homopyrimidine PNA and a TO base surrogate. The probe 
formed thermally very stable triplex with the target purine-rich tracts within dsRNA at acidic pH, 
which was accompanied by a remarkable light-up response from the TO unit. The triplex formation 
by tFIT probe proceeded very rapidly, and enabled real-time monitoring of the triplex formation with 
the target dsRNA. For a three-mismatch-containing dsRNA sequence, the probe did not form the 
triplex, and even a single mismatch in the binding sequence decreased the stability of the triplex with 
the probe. Furthermore, the TO unit proved significantly more responsive to the fully matched (target) 
sequence than to the mismatch-containing sequences. This suggested that the probe binding is highly 
sequence-selective, and the fluorescence signal from the probe allowed sensing of the dsRNA 
sequence at the single base-pair resolution. Another unique property is that the TO base surrogate 
functioned as a universal base that paired with any base pair at the opposite site including pyrimidine-
purine pairs. This function can expand the targetable sequence by the triplex formation, which is 
generally limited to homopurine sequences. The conventional fluorescent probes for RNA are based 
on fluorophore modified to oligonucleotides or RNA-binding proteins fused to fluorescent proteins. 
These systems, in principle, recognize their target RNA species by reading the primary sequence of 
the target RNA. However, native RNA is often highly folded, and the accessibility towards the target 
sequence is limited. In this sense, tFIT probe is unique in a way that it can target double-stranded 
regions of the native RNAs without opening the preexisting helices. Significance of this chapter is 
thus (1) development of a fluorescent probe that enables recognition of dsRNA structure and direct 
readout of its sequence for the first time; (2) first demonstration that triplex-forming PNA can be 
converted to a fluorescent probe for dsRNA, and can allow detection of dsRNA in real time; and (3) 
TO universal base as an analytical tool for expansion of the target sequence. tFIT probe opens new 
analytical fields for RNA structure mapping and RNA imaging in analytical chemistry, chemical 
biology, nucleic acid chemistry, and medicinal chemistry. 
 
Chapter 6. I synthesized a series of tFIT probes carrying an alkyl linker between the TO base surrogate 
and the PNA backbone in order to enhance the interaction of the TO unit with the dsRNA part of the 
triplex and increase the binding affinity and selectivity for dsRNA. All probes formed thermally very 
stable triplex with the complementary dsRNA sequences. The triplex formations accompanied the 
fluorescence response of the probes, which was varied significantly depending both on the linker 
length and on the base pair opposite the TO unit. Among the probes, one that had a propyl linker (P3) 
exhibited the largest response for the target dsRNAs. Although the Tm values did not increase by 
introduction of the base surrogate linker, the binding constants of P3 obtained from the fluorescence 
titration experiments were nearly ten-fold larger than those of P1, an original tFIT probe carrying an 
acetyl linker developed in chapter 5. ITC experiments also supported that P3 showed the larger binding 
constant for the target dsRNA than P1, which was even comparable to that of the control PNA having 
no TO unit. This could be due to the enhanced stacking interaction of the TO unit with the dsRNA part 
of the triplex as suggested by the molecular modeling study. I also found that P3 retained the sequence-
selective fluorescence sensing ability at the single-base pair level. Interestingly, the propyl linker 
tethered TO base surrogate exhibited a unique fluorescence spectral shape, which was most likely 
ascribed to contribution from an exciplex-like species (TO-nucleobase dimer). Finally, P3-ssRNA 
duplexes were destabilized by the propyl linker, resulting in the increased dsRNA vs. ssRNA 
selectivity. This was most likely that the propyl linker tethered TO unit was well fitted in the triplex 
structure, but not in the duplex structure. Overall, our data clearly illustrated that the introduction of 
the TO base surrogate linker was an effective approach to enhance the binding affinity for the dsRNA 
while retaining the intrinsic fluorescence response from the TO base surrogate. Our data also offer 
insights into the molecular design of the triplex-forming PNA carrying non-natural base surrogate. In 
general, triplex formation competes with duplex formation with the complementary ssRNA. Thus, it 
is important that not only PNA nucleobases but also the TO unit have binding preference for double-
stranded conformation of RNA. Significance in this chapter is therefore (1) design of tFIT probes that 
have the dsRNA vs. ssRNA selectivity by the TO base surrogate linker; (2) detailed interaction analysis 
of triplex formation between tFIT probes and dsRNA; and (3) unique photophysical properties of TO 
that is forced in the rigid triplex structure. 
 
Chapter 7. The propyl linker introduction was applied to develop a short tFIT probe that can bind to 
dsRNA sequences containing a pyrimidine−purine (Pyr−Pu) inversion. I found the hexamer tFIT probe 
carrying the propyl linker tethered TO base surrogate bound tightly to pyrimidine−purine-containing 
dsRNA sequences, and showed a remarkable light-up response. The binding affinity was in the order 
of 107 M−1, which was at least two orders of magnitude larger than that of triplex-forming PNA having 
no TO unit. Interestingly, the probe carrying the propyl linker exhibited much larger fluorescence 
response and binding affinity for the dsRNA sequences having a pyrimidine−purine inversion opposite 
the TO unit. The fluorescence lifetime measurements demonstrated that there were multiple 
fluorescent TO species, and the relative population of each species determined the fluorescence 
intensity and the binding affinity depending on the base pair opposite the TO unit. Our data for the 
first time showed the selective binding of triplex-forming PNA for Pyr−Pu-containing dsRNA 
sequences. Significance in this chapter is (1) development of ultrashort tFIT probe that achieved strong 
binding to pyrimidine−purine-containing sequences with the nanomolar dissociation constants; and 
(2) first examination of fluorescent TO species that bound to the PNA−dsRNA triplex. 
 
The comprehensive summary of my findings and the significance of my study are written in the last 
chapter (Chapter 8). My thesis focused on development of dsRNA-binding molecules based on PNA, 
the interaction analyses, and the design of dsRNA-selective fluorescent probes for dsRNA sensing. 
Not only did I succeed in developing new class of dsRNA-binding synthetic molecules by targeting 
the overhang structure or the major groove, but also I investigated the interactions in detail in terms 
of thermodynamics, kinetics and photophysics. The developed fluorescent probes: Py-AA-TO for 
siRNA and tFIT probes for hairpin RNAs are novel in their probe design and their target. One 
advantage for these synthetic probes is that it is possible to fine-tune the binding affinity, selectivity, 
and other properties such as cell permeability, additional reaction, and another modality that is 
orthogonal to fluorescence. Indeed, I think there is still room for improvement of my probes for further 
applications such as RNA detection in a pH-neutral cellular milieu. In conclusion, in my thesis I 
successfully developed new probes for dsRNA, investigated the molecular basis of their binding forces, 
and demonstrated some initial-stage applications. I hope and I am sure that further optimization of the 
probes will allow implementation of broad applications in the analytical fields, and beyond. 
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チマークとなった発見としてリボスイッチが挙げられる（Winkler et al., 2002）。メッセンジ
ャーRNA（mRNA）上に存在するリボスイッチと総称されるヘアピン型の高次構造は、特定
の生体内小分子と結合することで mRNA の構造変化を誘起し、自身の翻訳のスイッチング






et al., 2013 & 2012; Giedroc and Cornishi, 2009; Marcheschi et al., 2007）。最近の in vivo RNA構
造解析結果まで視野を広げてみると（下記も参照のこと）、mRNA の翻訳領域に 3塩基間隔
の周期的な構造が観測されており、元来 mRNA は自身の構造化でもって翻訳領域を（リボ
ソームとの相互作用を調節することで？）制御している可能性が示唆されている（Ding et al., 





古くから知られており、特定の mRNA の細胞内局在化に関与している（Johnston, 2005; Ross 




としてタンパク質のアミノ酸配列が変化する（Nishikura, 2010; Chen et al., 1987; Powell et al., 
1987）。 
ノンコーディング RNAにおいても高次構造は重要である。小分子ノンコーディング RNA
として広く知られている microRNA（miRNA）や small interfering RNA（siRNA）は、長いヘ
アピン型の RNA二重鎖構造を前駆体として生合成されることが分かってきている（Carthew 
and Sontheimer, 2009; Okamura and Lai, 2008）。成熟した siRNAは 20塩基長程度の完全相補
な小分子 RNA二重鎖であり、タンパク質との複合体を介しウイルス感染に対する防御機構
や内在性の遺伝子発現調節機構の中核を担っていると考えられている（Gaynor at al., 2010; 









質はすべてこの二重鎖結合ドメインを有する（Masliah et al., 2013）。このことから RNA 二
重鎖構造はタンパク質との相互作用に重要であり、進化の過程でよく保存されてきたので
はないかと推測される。実際に、系統発生学的な RNA構造解析法は、生命現象に必要な折





















































実験的に決めることができる（Kwok et al., 2015; Wang et al., 2011）。こうした RNA 構造解析
データは、これまでの系統発生学的な RNA構造解析や計算科学に基づくデータと相補的な








れているため、DNA 二重鎖結合分子を用いて、RNA 二重鎖との相互作用解析データを DNA
二重鎖とのものと系統的に比較していくことで過去のデータと組み合わせた相互作用解析
データを蓄積できると考えられる。こうした試みは、poly(A)∙poly(U)と poly(A)∙poly(T)をモ
デルとしてWilsonらのグループによって始められた（McConnaughie et al., 1994; Wilson et al., 
1993）。著者らは、インターカレータやグルーブバインダなど DNA 二重鎖へ結合すること




Kumar, 2012; Islam et al., 2009; Sinha et al., 2009）。小分子ではなく核酸分子という観点から





















よりも DNA 二重鎖へ強く結合する傾向があるため、RNA 二重鎖選択的な結合分子の設計
に用いることは難しいと考えられる。これまでに知られているRNA二重鎖選択的な分子は、
上記の結合様式以外に大きく分けて、下記の三つの結合様式のいずれかを利用している





der Waals 力などが複合的に働いており、同時に構造的にフィットすること（ shape 
complementarity）が重要となることが多い。二つ目は主溝の静電ポテンシャルへの結合であ
る。RNA二重鎖の主溝は、副溝と比較してより負に帯電している（Chin et al., 1999）。これ
はリン酸基の非架橋酸素原子が主溝に向くように整列しているためである。また B 型らせ
ん構造の DNA 二重鎖と比較して、A 型らせん構造をとる RNA 二重鎖では分子内リン酸基
間距離も近い。さらに RNA 二重鎖の主溝は狭く深いという構造的特性を有しており、ここ
へ構造的にフィットしつつ整列したリン酸基と静電相互作用で結合するカチオン性分子が
報告されている（Iwata et al., 2011; Lomadze et al., 2006）。また特定の金属イオンも RNA主溝
へ結合することが知られている（Kieft and Tinoco, 1997）。三つ目は Watson−Crick 塩基対主
溝側の水素結合ドナー・アクセプターへの結合である。これはもう一本のオリゴヌクレオチ
ドによる三重鎖形成反応で見られる結合様式であり、配列選択的な結合が特徴的である





















本研究で着目したのが、人工核酸の一種ペプチド核酸 (PNA: peptide nucleic acid) である（図
1−1）。PNA は DNA の糖－リン酸骨格を N-(2-aminoethy)lglysine 骨格へ置換した DNA 類縁
体である。PNA はもともと DNA 二重鎖と三重鎖を形成することを狙った分子として開発
されたが、実際は合成されたポリチミン PNA は PNA−DNA−PNA 三重鎖構造を形成した
（Nielsen et al., 1991）。これは電荷中性の PNA 骨格が、DNA 二重鎖のWatson−Crick塩基対
を開裂させ、より安定な PNA−DNA 二重鎖を形成できるという極めて特徴的な（PNA特有
の）結合特性に起因する。PNA はその後一本鎖 DNA や一本鎖 RNAと、Watson−Crick塩基
対を介した安定な二重鎖を形成することが報告された（Brown et al., 1994; Egholm et al., 1994）。
PNA 電荷中性の骨格を有するため、PNA−DNA 二重鎖や PNA−RNA 二重鎖は、対応する
DNA−DNA 二重鎖や RNA−RNA 二重鎖よりもリン酸基との電荷反発のない極めて安定な二
重鎖を形成する。また詳細な理由は不明ではあるものの、配列選択性も優れていることが知
られている（Ratilainen et al., 2000; Jensen et al., 1997; Egholm et al., 1994）。これらの性質から、
PNAは DNAや RNAを狙った化学プローブや遺伝子発現抑制ツールとして、生化学・核酸




（Demidov et al., 1994）。またヌクレアーゼ耐性も高く、化学的にも非常に安定である。さら
に 4種類の PNA モノマーは市販されているため、核酸合成基のような特殊な合成装置がな
















調べた報告の方が多い。そんな中、2010 年に PNA が RNA 二重鎖と安定な三重鎖を形成す
ることが Roznersらによって報告された（Li et al., 2010）。彼らの発見で最も画期的だったの
は、電荷中性の骨格を持つ PNAが形成する三重鎖は、従来の三重鎖を形成する DNAや RNA





来の DNA 二重鎖を標的としたアンチジーン戦略にとどまらず、RNA 二重鎖狙うという新
しいアンチセンス戦略・分子ツール設計にも展開できる可能性が広がった。本研究では PNA













る（Bagchi et al., 1983）。結晶構造解析ならびに量子化学計算から、TO は基底状態（S0）で
は単体で二つの環がほぼ平面構造をとったトランス体が安定であることが報告されている
（ = 0−4 ; Shank et al., 2013; Biancardi et al., 2011）。基底状態の TO が励起されると、励起状
態（S1）のポテンシャル曲面で最もエネルギーが低い部分（internal conversion funnel、また
は sink と呼ぶ）の構造へと異性化する。この時 S1ポテンシャル曲面を A*から B*へと移動
する現象は、overdamped wavepacket motion と呼ばれる（Yartsev et al., 1995）。ここで形成し
た励起状態 B*はベンゾチアゾール環とキノリン環がリンカーを中心に = 90のねじれた構
造である（Biancardi et al., 2011）。この sinkは基底状態と励起状態のエネルギー差が最も小
さい部分であり、励起状態と基底状態が強くカップリングしているため、B*は構造 B へと
速やかに無輻射失活する（free = 0.0002）（図 1−2黒→赤、Nygren et al., 1998）。一方、この
ねじれ運動（large amplitude motion）が阻害される環境においては、上記の無輻射失活チャ
ンネルが閉じるため、励起状態から蛍光のチャンネルを介して基底状態へと戻る（A*→A）
（Fürstenberg et al., 2006）。あるいは異性体（シス体）となる（図 1−2黒→青）。こうした発
光機構は（少なくともモノメチン）シアニン色素に共通しており、その蛍光応答特性から分
子ローターと呼ばれることもある（Haidekker and Theodorakis, 2007）。TOをはじめとするシ
アニン色素は核酸の塩基対に挿入結合（インターカレーション）することが知られており、
系中に核酸分子が存在するとき、TO の明瞭な light-up 応答は、核酸への結合をスイッチと
して引き起こされる。シアニン色素の light-up応答は非常に大きく、TOの場合 1000倍を超
える（bound = ~ 0.4）（Nygren et al., 1998; Netzel, 1995）。この light-up能は、他の核酸結合性
の light-up分子と比較して群を抜いており、例えば核酸染色剤として汎用されるエチジウム








CT DNA に対しては 0.23 ns / 1.57 ns / 2.67 ns の三成分の蛍光寿命を報告している。一方、
(dAdT)10に対しては 0.41 ns / 1.77 ns、(dGdC)10に対しては 1.36 ns / 3.02 nsの 2 成分の蛍光寿
命を報告している（Netzel, 1995）。また、Seitzらはポリビニルアルコールフィルム中の TO-
PRO-1が、1.38 ns / 3.6 ns の 2成分の寿命を示すことを報告している（Jarikote et al., 2007）。
少なくとも 1−3 ns の 2 つの寿命成分は高粘性条件にある TO 種に由来する蛍光であると考
えられる。これは核酸二重鎖存在下においては、インターカレーションした化学種に対応す
るものと考えられる。これに対し 0.2−0.4 nsより短い成分はおそらく静電相互作用を介して


































RNA 干渉（RNAi; RNA interference）は、RNA 二重鎖によって相補配列を有する mRNA が
切断される機構のことで、siRNA と呼ばれる 21 塩基長程度の短い化学合成 RNA 二重鎖に
より引き起こすことができる（Gaynor at al., 2010）。siRNA を細胞内に導入することで、
Argonauteを中核とするタンパク質との複合体: RISC（RNA-induced silencing complex）を形
成し、siRNA のアンチセンス鎖と相補配列を有する mRNA が配列特異的に切断される（図
1−3）。これにより特定のタンパク質の合成が阻害される。この現象は長い RNA二重鎖を細
胞内に入れることで特定のタンパク質発現が抑制されることを示した Fire と Mello らによ
り初めて報告された（Fire et al., 1998）。その後、Tuschlらにより短い RNA 二重鎖（siRNA）
を導入しても同様の効果が得られることが示された（Elbashir et al., 2001）。2001 年には RNAi








きる可能性が次々に報告された（Resnier et al., 2013; Behlke, 2006; Song et al., 2003）。siRNA
へ適切な化学修飾を施すと RNAi効果が向上することや、キャリア分子を用いると効果的に
標的細胞へ導入できる点も非常に重要である（Resnier et al., 2013; Daka and Peer, 2012; 
Bramsen et al., 2009）。こうした特性は核酸医薬に共通するものであり、技術開発こそは進ん
でいたが、実用化に陰りが見えていたアンチセンス医薬分野での知見が生かされるもので
もあったため、siRNA 登場により核酸医薬開発の機運が再び世界中で高まった。また、最近








5−2. 蛍光をモダリティとした siRNAデリバリー解析 
siRNA 医薬開発に向けては、核酸医薬開発に一般に言えることだが、標的臓器・細胞へのデ













nM 濃度で機能する siRNA のデリバリー過程を解析できる有効な解析技術である。加えて、
2014 年のノーベル化学賞が超解像蛍光顕微鏡開発へ与えられたように、一分子レベルの解
析も可能とするイメージング技術の発展も目覚ましい。 
細胞内 siRNA 挙動の蛍光解析では、蛍光色素を共有結合で末端修飾した siRNA が広く用
いられてきた（図 1−4）。Ranaらは蛍光色素として Cy3 をセンス鎖 3’末端に修飾した siRNA
を用いて、その細胞内挙動解析を初めて報告した（Chiu et al., 2004）。この手法を用いて、細
胞内取り込み・局在を可視化し、キャリア分子の評価（導入効率と局在）できることを報告
している。また、適当な 2種類の蛍光色素を組み合わせ、色素間で生じる蛍光共鳴エネルギ
ー移動（FRET: fluorescence resonance energy transfer）を用いた解析法も報告されている。例
えば、Smedtらは Rhodamine Greenと Cy5（Raemdonck et al., 2006）、Helmらは fluoresceinと
tetramethylrhodamine（Järve et al., 2007）でそれぞれ修飾した一本鎖 RNA をアニーリングし
て形成した siRNA を利用して、細胞内における siRNA の局在をその二重鎖／一本鎖状態を
区別して解析できることを報告している。siRNA 鎖中に色素を修飾する手法の提案されて
いる。例えば Damhaらは鎖中シトシン塩基を蛍光性人工シトシン塩基: Phenylpyrrolocytosine





た挙動情報を得られることを報告している（Wahba et al., 2011）。Breunig らは 2種類の色素
を鎖中へ導入することで FRET 系を構築し、二重鎖／一本鎖状態の区別しながらデリバリ
ー過程をイメージング解析できることを報告している（Holzhauser et al., 2013）。浅沼らはシ
アニン色素を擬塩基として導入した siRNA を用いて RISC 形成時に蛍光応答を示す siRNA
を開発し、siRNA 局在のみならず、細胞内における siRNA−タンパク質複合体形成を可視化




可能である（Derfus et al., 2007）。また、アップコンバージョンナノ粒子を用いれば近赤外領
域の励起波長でイメージングできることも報告されている（Jiang et al., 2009）。 
































オレセインを連結した分子：FLEth（van der Wiel et al., 2009; Stevens et al., 2008）やビスイン
ターカレータの一種：BOBO-3（Jiang and Zhang, 2010）を siRNAの非共有結合染色剤（アフ
ィニティラベル化剤／レポータ分子）として用いたデリバリー解析が報告されている。しか
しいずれも siRNA だけではなく、細胞内の他の DNA 二重鎖や他の RNA分子に対しても結
合できるため、細胞内に導入された後の分子が他の核酸分子へと結合し擬陽性シグナルを
発してしまう懸念がある。実際 FLEthはもともと細胞内全 RNAの染色剤として報告された




内在性の siRNAの存在が初めて報告された（Okamura and Lai, 2008; Tam et al., 2008; Watanabe 
et al., 2008）。哺乳類細胞では RNA 二重鎖を形成する酵素（RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ）
が存在しないので、内在性の siRNA は存在しないのではないかと考えられていた。しかし
哺乳類細胞内でも siRNA の前駆体となり得る長い二重鎖構造が様々な経路で生成されてい
ることが示唆された（Okamura and Lai, 2008; Tam et al., 2008; Watanabe et al., 2008）。さらに
その後哺乳類細胞でも RNA 依存性 DNA ポリメラーゼ（TERT）が RNA 二重鎖を生合成す
る酵素として機能することも報告されている（Maida et al., 2009）。こうした内在性 siRNA に
関する知見は、ほぼシークエンシング情報に基づくものに限られ、細胞内での局在などは明
らかになっていない。内在性 siRNA の生化学的意義は未だ分かっていないことが多いこと













オーバーハング近傍の二重鎖部位へ結合し蛍光応答を示す TO を C 末端側へ連結した
diPNA-TO コンジュゲートを基本とした分子開発を行った。最終的に芳香族化合物の一種、
ピレンを PNACN 末端へと導入した siRNA 選択的蛍光プローブ：Py-AA-TOを開発した（佐

























































Figure 1−4. 蛍光を用いた既存の siRNA デリバリー解析法。（A）蛍光ナノ粒子をキャ
リア分子として利用。（B）有機色素を一種類修飾した siRNA を利用。（C）有機色素
を二種類修飾した siRNA を用い、色素間の共鳴エネルギー移動をシグナル検出に利




















1−5a & 1−6a）。一方、アンチパラレル配向での三重鎖形成では、reverse Hoogsteen 塩基対を
形成することで三重鎖を形成する（図 1−5b, c & 1−6b）。いずれの結合様式においても標的
核酸の二重鎖構造を壊すことなく、二重鎖のまま結合でき、かつ配列も読み取ることができ
るのが三重鎖形成反応の特徴である。一方、広く用いられている(T,C)−モチーフでは、シト





組み込んだ TFO が開発されており、例えば LNA（locked nucleic acid）を組み込んだ TFO は
非常に安定な三重鎖を形成することが可能である（Obika et al, 2001）。原理的に TFO は DNA
二重鎖とも RNA 二重鎖とも結合できるが、RNA二重鎖との安定性はそれほど高くなく、ほ
ぼすべての TFO は RNA 二重鎖よりも DNA 二重鎖に対して強く結合する傾向がある


























6−2. 合成分子による RNA二重鎖の配列選択的認識の難しさ 
DNA 二重鎖へ配列選択的に結合する分子は、TFO の他にも数多く知られている。その例と
しては、pyrrole-imidazole polyamide（Dervan and Bürli, 1999）、polyintercalator（Lokey et al., 
1997）、zinc fingerタンパク質（Beerli and Barbas, 2002）、CRISPER-Cas9（Sander and Joung, 
2014）などが代表的である。しかし例えば pyrrole-imidazole polyamide は RNA 二重鎖に対し
てはほとんど結合できないことが報告されている（Chenoweth et al., 2013）。また配列選択性
はないが、DNA二重鎖の副溝へ強く結合する合成小分子：ヘキストも、RNA 二重鎖に対し
ての親和性は DNA二重鎖に対するものよりも小さくなると報告されている（Cho and Rando, 
2000）。つまり一般に、RNA 二重鎖の溝は DNA二重鎖のものと比較して分子認識場として
乏しいことが示唆される。 
RNA二重鎖と DNA 二重鎖の大きな違いは、糖のパッカリングと糖 C2’-OH基の有無であ
る。すなわち、糖のパッカリングは二重鎖の全体構造に違いを生み出し（そしてそれは C2’-








は、一部の TFO に限られていた。 
 
6−3. ペプチド核酸と RNA二重鎖の三重鎖形成反応 
こうした背景があったため、PNA が RNA 二重鎖と安定な三重鎖を形成するという Rozners










た（Roberts and Crothers, 1992）。つまり三重鎖形成 PNA は現在までで報告された合成分子の
中で、RNA 二重鎖へ配列選択的に強く結合し、かつ DNA 二重鎖よりも強く結合できる唯
一の分子である。同グループからはピリミジン塩基と 1 点の塩基対を形成しうる核酸塩基
改変体や（Gupta et al., 2011）、pH中性条件下でも Hoogsteen塩基対を形成できるシトシン改
変体（Zengeya et al., 2012）、PNAを細胞内へ導入するためのカチオン性アミノ酸残基の導入
（Muse et al., 2013）など、PNA による三重鎖形成反応を用いた応用に関わる報告が数多く
なされている。最近では、2015年に Roznersおよび杉本らにより、mRNAの 3’-UTR 領域に
形成した二重鎖構造と 9塩基長の三重鎖形成 PNAが生細胞内で三重鎖を形成でき、さらに
は mRNA の翻訳を阻害しうることを報告している（Endoh et al., 2016a）。Chen らのグループ
も C−G 塩基対へ結合できる塩基改変体（Toh et al., 2016）や pH中性条件下で機能するシト
シン改変体を報告している（Devi et al., 2014）。これらの先行研究は、三重鎖形成 PNA が
RNA 二重鎖を狙った合成分子として強力であり、かつ細胞内で RNA 二重鎖の生体機構を
調べる分析ツールとして機能しうる可能性を示している。 
 
6−4. ペプチド核酸の RNA二重鎖結合選択性の解明 
三重鎖形成 PNA が RNA二重鎖 vs. DNA 二重鎖選択性を示した点は、これまで全く知られ
ていなかった結合特性であるにも関わらず、Roznersらはこれについて特にコメントをして
いない。Chen らは PNAが RNA二重鎖の狭く深い主溝に構造的にフィットしているからで
はないかとコメントしている（Devi et al., 2014）。しかし、これを実験的に支持するデータは
なく、未だ詳細な解析が行われていないのが現状である。RNA 二重鎖結合分子を開発する
こと自体非常に困難であり、かつ DNA 二重鎖よりも強く結合できる配列選択的な分子は三
重鎖形成 PNA しか例がない、という状況を考えると、この RNA 二重鎖結合選択性の原因
を解明することは非常に重要であると考えられる。化学的興味はもちろん、その詳細な解析
結果は、さらなる三重鎖形成 PNA の改良や新しい RNA 二重鎖結合分子開発へ重要な知見













て解析している（Li et al., 2010）。特に三重鎖形成反応の熱力学の大部分は同グループによ
って報告されたものである（Muse et al., 2013; Gupta et al., 2012 & 2011; Zengeya et al., 2012; 
Zengeya and Rozners, 2011; Li et al., 2010）。最近では杉本らとの共同研究で、三重鎖形成反応
の熱力学と速度論の pH依存性に関して解析した結果も報告している（Endoh et al., 2016b）。
Chen らは融解温度測定、非変性ポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳動を主な解析手法
として調べている（Toh et al., 2016; Devi et al., 2014）。しかし、三重鎖形成反応の速度論に関
してはほとんど解析されていないのが現状である。実は PNA と DNA 二重鎖との三重鎖形
成反応においても、速度論的解析データは乏しく、Nielsen らが報告している電気泳動を用































指す（Tyagi and Kramer, 1996）。それ自身はヘアピン型をとる状態では蛍光団と消光団が隣
接しているため、動的消光やエネルギー移動によって蛍光団からのシグナルは観測されな





したタンパク質プローブで、2 対の RNA 結合タンパク質－蛍光タンパク質（GFP: green 
fluorescent protein）コンジュゲートである。二分子が標的 RNA の隣接した配列へそれぞれ
結合すると、結合タンパク質にそれぞれ連結された GFP の片割れ同士が再構成し、GFP 発
光を取り戻すというものである（Ozawa et al., 2007; Yamada, 2011）。また、遺伝子改変した






る。またはその RNA構造へ結合する light-up型の蛍光色素を導入することで RNAを可視化
する手法である。より詳細なプローブ紹介に関しては詳しい総説に譲る（Rath and 







子設計のみを簡単に概観する。Kubistaらは、一本鎖 PNA の末端に TO を連結した「light-up
プローブ」を開発した（Svanvik et al., 2000）。PNA部位が標的一本鎖核酸と二重鎖を形成す
ると、そこへ末端の TO 部位がインターカレーションし蛍光応答を示す。この分子設計は一
本鎖オリゴヌクレオチドでも可能である（Isacsson et al., 2000）。Asselineらは TFO の末端に
シアニン色素を修飾し、DNA 二重鎖と三重鎖形成することで蛍光応答を示す lught-up 型の
TFO プローブへと展開している（Renard et al., 2008）。TO修飾部位はプローブの内部でも可
能である（Privat et al., 2001）。岡本らは内部の核酸塩基にTOを2分子連結したECHO（exciton-
controlled hybridization-sensitive fluorescent oligonucleotide）プローブを報告している（Ikeda et 





（Ikeda et al., 2013）。Brown らは岡本らと類似の修飾法で、内部にシアニン色素と一般的な





シアニン色素を組み込んだ FIT（forced intercalation of thiazole orange）プローブを開発した



















7−2.  RNA二重鎖に特化した蛍光プローブの開発 
従来のプローブはいずれも標的 RNA 種の一本鎖部位を狙ったものである。つまり分子認識
機構の根幹は、Watson−Crick 水素結合面をとらえることで一次塩基配列を読み取ることに
ある。この一本鎖 vs. 二重鎖選択性を利用すれば、間接的には RNA 二重鎖構造解析ができ
る。例えば村上らは、ピレンを 2 分子組み込んだビスピレンプローブを開発し、RNA 一本
鎖構造と二重鎖を形成すると蛍光強度が大きくなることを利用して、標的配列が一本鎖構
造に近い、アクセシビリティの高い構造をとっているか、二重鎖構造をとりアクセシビリテ
ィが低い状態になっているかを区別できることを報告している（Mahara et al., 2002）。 
一方第五章では、三重鎖形成 PNAを基本骨格とすることで、RNA 二重鎖を直接狙うタイ
プの蛍光プローブの開発を目指した。これを私は tFIT（triplex-forming forced intercalation of 
thiazole orange）プローブと名付けた。設計したプローブは、TO を擬塩基として分子中央に
導入した。この分子設計は Seitzらにより開発された FIT プローブ設計を、三重鎖形成 PNA
へと応用した形になる。TO を擬塩基として活用する FIT プローブ設計では、TO やそのほ
かのシアニン色素を単に末端や内部核酸塩基へと修飾した分子設計では得られない優れた
特性が発現することが知られている（Hövelmann and Seitz, 2016）。また、TO 自身の分光特
性も踏まえ、tFIT プローブの特性として以下が重要になると考えた。 
（1）プローブ単体では FIT プローブ同様ほぼ無蛍光であるが、三重鎖を形成すると TO 擬
塩基は三重鎖構造の中へ取り込まれ、回転が阻害される環境に置かれるため light-up応答を
示す。そのため RNA 二重鎖への結合反応を TO 部位の light-up 応答として読み取ることが
できる。 
（2）TO は天然核酸塩基の中でも酸化還元電位の低いグアニンによる光誘起電子移動に基





















第六章では tFIT プローブの TO 擬塩基のリンカー長を変化させ、蛍光応答と結合親和性へ
の影響を詳細に調べた。第五章では TO 擬塩基が三重鎖形成 PNA 内で機能することを見出
したが、TO 擬塩基の導入により結合親和性が若干低下することが分かった。そこで TO 擬
塩基と PNA 骨格をつなぐリンカー長を長くすることで、TO部位が対面の RNA 二重鎖とよ
り効果的に相互作用でき、結合親和性が高くなると期待した。実際、FIT プローブにおいて
も TO 擬塩基のリンカーは結合能や蛍光応答に大きな影響を与えることが報告されている
（Köhler et al., 2005）。同時に、TO 擬塩基にリンカーを導入するとプローブが二重鎖を形成
した際に TO部位が二重鎖構造にフィットしないために、蛍光応答が小さくなることも期待
した。これにより、tFIT プローブの蛍光団にも RNA 二重鎖選択的を持たせることで、プロ
ーブ全体として RNA 二重鎖 vs. RNA一本鎖選択性を向上させることができると考えた。第 






7−4. 短い tFITプローブの開発 
第七章では第六章のアプローチを用いることで、ピリミジン－プリン塩基対を含む短い
RNA 二重鎖配列へ強く結合できる、短い FIT プローブの開発を目指した。構造解析されて
いる RNAの二次構造情報を集めたデータベース: RNASTRAND によると、RNA 二重鎖（ス









PNAは有望な分子である。実際に 6塩基から 8塩基長の三重鎖形成 PNAが三重鎖を形成で
きることが既に報告されている（Devi et al., 2014; Zengeya et al., 2011; Li et al., 2010）。一方、
未だ実現できていないのが、ピリミジン－プリン塩基対を含む短い RNA二重鎖配列に対し
て強く結合する PNA の開発である。第七章では 6塩基長の tFIT プローブとピリミジン－プ
リン塩基対を含む RNA 二重鎖配列との相互作用を解析し、ホモプリン配列を持つ RNA 二
重鎖との結合と比較した。結合能と蛍光応答を蛍光分光法で評価した。また、その結合に TO
部位がいかに寄与しているかを、蛍光寿命測定で詳細に評価した。DNA 二重鎖へ結合した
TOの蛍光寿命は、TO 誘導体（Netzel et al., 1995）や TO−核酸コンジュゲート（Privat et al., 
2002）で調べられているが、RNA へ結合した TO の蛍光種を調べた例はほとんどなく
（Hövelmann et al., 2014 のみ）、三重鎖という高次構造へ結合した TO の蛍光寿命を詳細に
解析した報告例はない。そういう観点では、TO の新しい分光特性に関する知見が得られる
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修士論文で、siRNA を選択的に蛍光検出する PNA ベースのプローブ：Py-AA-TO を開発し
た。その結合能について簡単に述べる。 
Py-AA-TOは連続した PNA アデニン（AA）を基本骨格とし、その C 末端のリシン側鎖か
ら−(CH2)4−を介して TO を、N 末端にはピレン（Py）を連結した分子である（図 2−1、図 2−3






2 塩基対形成を促進しているのではないかと考えている。プローブ単体では TO 部位は励起
状態でねじれた構造をとるためほぼ無蛍光である（514nm = 0.005、図 2−2黒）。一方、dTdT
オーバーハング塩基を有する標的 siRNA へ結合すると TO 部位のインターカレーションに
伴う明瞭な light-up応答が観測される（514nm = 0.22、図 2−2赤）。こうした応答はオーバー
ハングのない単純な二重鎖やオーバーハング塩基が dAdA の siRNA に対しては 2 分の 1 か
ら 3 分の 1 程度に抑えられている（図 2−2 青&緑）。オーバーハング構造に対する結合親和
力は、オーバーハングを 1 カ所のみ含む RNA 二重鎖との蛍光滴定実験から、3.5 ± 0.4 M
と見積もられている。siGL2（図 2−3 も参照のこと）に対する見かけの解離定数（Kd）は、
蛍光滴定実験から 1.3 M と見積もられており、オーバーハングのない RNA 二重鎖へのも
のと比較して 5.2 倍小さな値である。Py-AA-TO は siRNA のオーバーハング構造に対する
選択的な結合能を持つ世界初の蛍光プローブであり、その結合能は単純なインターカレー































































Figure 2−1. Py-AA-TOの結合スキーム 











る（Resnier et al., 2013; Ziegler et al., 2008; Rejman et al., 2004; Boussif et al., 1995）。まずアニー
リング緩衝液（50 mM NaCl を含む pH 7.0 の 10 mM リン酸ナトリウム緩衝液）中の siGL2
を、各キャリア分子用の緩衝溶液（jetPRIME bufferまたは OptiMEM）で希釈し、siGL2 と等
量の Py-AA-TOを添加して、15分間静置することで Py-AA-TOと siGL2 の錯体を形成させ
た（図 2−3c）。ここに、ポリマーベースのキャリア分子（jetPRIME）、または脂質ベースの
キャリア分子（Lipofectamine 2000）を添加することで siGL2/キャリア複合体を含む緩衝液
を調製した。プローブと siGL2 の錯形成には 20分、キャリア分子と siRNAの複合体形成に
10 分かかるため、複合体を含む溶液の調製は合わせて約 30分で完了した。 
こうして調製されたポリプレックス（Py-AA-TO + siGL2 + jetPRIME）あるいはリポプレ
ックス（Py-AA-TO + siGL2 + Lipofectamine 2000）の粒径を、動的光散乱法を用いて調べた
ところ、それぞれ 238 nmおよび 263 nmと見積もられた（表 2−1）。これは siGL2 だけをそ
れぞれのキャリア分子と混合して調製した複合体の粒径: 227 nm（siGL2 + jetPRIME）およ
び 265 nm（siGL2 + Lipofectamine 2000）とほぼ同程度であった。このことから Py-AA-TOで
ラベル化しても、siRNAの複合体の粒径はほとんど変化しないことが示唆された。この時、


















Table 2−1. siRNA/キャリア複合体の物理化学的特性 a 
 粒径 (nm) 表面電荷 (mV) 
ポリプレックス   
siGL2 227 ± 25 14.4 ± 0.54 
Py-AA-TO/siGL2 238 ± 23 13.0 ± 0.74 
リポプレックス   
siGL2 265 ± 12 10.5 ± 0.69 
Py-AA-TO/siGL2 263 ± 22 7.58 ± 1.7 
a測定条件: [siGL2] = [Py-AA-TO] = 200 nM in 20 mM HEPES buffer solution (pH 7.0)  
containing 50 mM NaCl at 20C. 三回測定の平均値とその標準偏差を示した。 
  









は細胞質に点状に観測された（図 2−4a）。Alexa647を修飾した siGL2 を用いると、プローブ








である Dynasore を培地へ添加し、同様の実験を行った。Dynasore はクラスリン介在エンド
サイトーシス機構において、小胞の切り離しを触媒する GTP アーゼ：ダイナミンの阻害剤
である（Gilleron et al., 2013; McLendon et al., 2010; Macia et al., 2006）。これを細胞培地へ添加
すると、生細胞のクラスリンを介在するエンドサイトーシス機構や、その他のエンドサイト
























条件下（pH 4.6）においても pH 中性条件（pH 7.0）と同様に siGL2 へ結合し、明瞭な light-
up 応答を示すことを確かめた（図 2−8）。TOのヘテロ環の窒素原子の pKaは 2.7 と報告され
ているので（Nygren et al., 1998）、酸性条件下でも TO は中性条件と同じ構造をとっていられ
るため、siRNA への結合能を維持できたと考えられた。pH 酸性条件下で TO が DNA 二重




ポリプレックスがどの程度リソソームに局在するかを定量的に調べた（細胞数 N = 13）










(a)                       (b) 





































Control siGL2           siGL2
+ 80 M Dynasore
Scramble 
  siRNA
Figure 2−4. Py-AA-TOによるキャリア複合体内 siGL2 の蛍光イメージング。(a) Dynasore 
添加なし。(b) 80 M Dynasore 添加時。生きた HeLa 細胞へトランスフェクションしてか
ら 4時間後に撮影した。プローブのシグナルは緑で示し、核の DNAは Hoechst 33342 で
共染色した（青）。スケールバーは 20 m 
条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 200 nM, jetPRIME: 0.8 L, Dynasore: 80 M. Reproduced from 
Anal. Sci., 2015, 31, 315−320. with permission from the Japan Society for Analytical Chemistry. 
Figure 2−5. siGL2 によるサイレンシング活性。siRNA をトランスフェクションしてから




測定条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 200 nM, jetPRIME: 1.2 L, pGL2: 71 ng/well, pRluc: 61 
ng/well. エラーバーは三回測定の標準偏差を示す。Adapted from Anal. Sci., 2015, 31, 






























Control siGL2       siGL2
+ Py-AA-TO
     siGL2
+ Dynasore
Figure 2−6. 細胞毒性評価。緩衝液のみ（control）、siGL2 単体のポリプレックス（siGL2）、
Py-AA-TO でラベル化した siGL2 ポリプレックス（siGL2 + Py-AA-TO）、Dynasore 添加
かつ siGL2 単体のポリプレックス（siGL2+Dynasore）を添加後し、48時間後の細胞生存
率を AlamarBlue を用いたアッセイで評価した 
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Figure 2−7. Py-AA-TO とリソソーム染色剤の共染色実験。(a) 蛍光像と可視像の重ね合
わせ像、(b) 核、(C) Py-AA-TO、(D) リソソーム染色剤の蛍光像、(E) 蛍光像の重ね合わ
せ。プローブのシグナルを緑、リソソーム染色剤のシグナルを赤で示し、それらが重な
っているところは黄色に見える。核は Hoechst 33342 で染色した（青）。スケールバーは
20 m 
条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 200 nM, jetPRIME: 0.8 L. Adapted from Anal. Sci., 2015, 31, 











































































Figure 2−8. Py-AA-TOの蛍光応答の pH 依存 
条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 200 nM in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 4.6) or 10 
mM sodium phosphate buffer solution (pH 7.0) containing 50 mM NaCl at 20C. Ex: 514 nm. 
Figure 2−9. リソソームへトラップされた複合体の割合。トランスフェクション 4 時間
後の細胞の蛍光画像解析から、複合体由来の全シグナル数（緑＋黄、図 2−5）に対する
リソソームへとトラップされた複合体（黄、図 2−5）の数を示した 
条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 200 nM, jetPRIME: 0.8 L. Reproduced from Anal. Sci., 2015, 













はエンドサイトーシスによる取り込み機構でよく説明可能であった（Holzerny et al., 2012; 
Sakurai et al., 2011; Akita et al., 2010; Tamura et al., 2009）。コントロール実験として Alexa647
を修飾した siRNA を用いて同様のタイムラプス実験を行ったところ、複合体は同じように
30 分程度で細胞内へと取り込まれ始め、1時間程度で細胞内全体へと放出・拡散しているこ

















20 min 60 min 100 min 140 min
180 min 220 min 260 min 300 min
Figure 2−10. siGL2/キャリアポリプレックスの細胞内デリバリーのタイムラプスイメー
ジング。ポリプレックスを矢印で、核を点線でそれぞれ示した。黄色の矢印は細胞質に
局在した複合体の内、特に核周辺に局在しているものを示した。スケールバーは 20 m 
条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 200 nM, jetPRIME: 0.8 L. 露光時間を 150 ms、励起光強度
を光源の 5%にし、露光時間を合計で 2 秒以内に収まるようにした。Adapted from Anal. 










20 min 60 min 100 min 140 min
180 min 220 min 260 min 300 min
Figure 2−11. Alexa647 修飾 siRNA を用いたコントロール実験。複合体の siRNA は Py-
AA-TO（緑）でも染色されているため Alexa647 のシグナル（赤）と重なり黄色に見え
る。複合体が解消され細胞質に放出された siRNA は細胞全体に観測されている。スケ
ールバーは 20 m 
条件: [Py-AA-TO] = [Alexa647-siGL2] = 200 nM, jetPRIME: 0.8 L. Adapted from Anal. Sci., 
2015, 31, 315−320. with permission from the Japan Society for Analytical Chemistry. 
Figure 2−12. siRNA/キャリアリポプレックスの細胞内デリバリーのタイムラプスイメー
ジング。スケールバーは 20 m 
















た HeLa 細胞を決まった時間インキュベーションし、488 nm（TO 励起波長）ならびに 642 
nm（Alexa647 励起波長）のレーザを用いて解析した。 
図 2−13 に典型的なサイトフルオログラムを示した。図 2−14a に示すように、培地添加 1
時間後に解析すると、プローブの蛍光シグナルが観測された細胞は全体の 76%と見積もら





細胞内取り込みを定量的に評価する手法として広く用いられており（Sakurai et al., 2011; 




観測される細胞が 67%、8時間後には 20%と減少していき、20時間後には 2%とほぼ観測さ
れなくなった（図 2−14a、緑）。観測されたシグナルの減少は、複合体が解消しプローブが
siGL2 から解離したためと考えられた（図 2−14b）。これは、ヘパリンを用いた siGL2 とキャ

















これとは対照的に、Alexa修飾 siRNAのポリプレックスでは、添加して 1時間後以降、約 
93%の細胞に Alexa647 のシグナルが観測され続けた（図 2−14a、灰）。特にポリプレックス






ナルを発する蛍光色素を 1種類のみ用いた従来のラベル化法（Sakurai et al., 2011; Akita et al., 
2010; Vader et al., 2010; Tamura et al., 2009）では、siRNA の取り込み以降を解析し続けること
はできない。 
プローブの蛍光シグナルが半分になる時間から複合体の生体内半減期を見積もると、お
およそ 1−2 時間であった（図 2−14a、緑）。これは類似のポリマーベースのキャリアで報告
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Figure 2−13. ラベル化した siGL2 ポリプレックスを導入した HeLa 細胞のサイトフルオ
ログラム。縦軸は細胞数、横軸は蛍光強度をそれぞれ示す。トランスフェクション 1時
間後の細胞を調べた。(a) Py-AA-TO（緑）、(b) Alexa647（赤）。斜線は siGL2 を処理して
いない（siGL2 の代わりに緩衝液を添加した）コントロール細胞群 
条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 300 nM or [Alexa647-siGL2] = 300 nM, jetPRIME: 1.2 L. 






に伴いプローブが siGL2 から解離するため蛍光シグナルはオフになる（下段）。Adapted 







































Figure 2−15. siRNA とヘパリンの競合実験。Py-AA-TOでラベル化した siGL2 ポリプレ
ックス溶液に、ヘパリンを加えていったときのプローブの蛍光強度を測定した 
条件: [Py-AA-TO] = [siGL2] = 200 nM in 10 mM sodium phosphate buffer solution (pH 7.0) 
containing 50 mM NaCl at 20C. jetPRIME: 0.8 L, [Heparin] = 0.0−2.0 U / mL. Ex: 514 nm. 










siRNA 選択性蛍光プローブ：Py-AA-TO を siRNA のアフィニティラベル化剤として用いる
ことに着想した点で従来法とは大きく異なり、医薬としての本来の姿と機能を有する、ナチ
ュラルな siRNA の細胞内デリバリー過程を可視化することに初めて成功した。Py-AA-TO










Py-AA-TOを用いた分析法  従来の分析法 
ナチュラルな siRNA 標的 siRNA ミミック 
非共有結合 ラベル化法 共有結合 
K = 2.9 × 105 M−1 結合親和力 （K ≈ ∞） 
△ 輝度 ○ 
○ コスト △ 
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5 UV と Milli-Q Synthesis A10 システム（Millipore Corp.、Bedford、MA）により脱イオン化した水（抵抗値 
≥ 18.0 MΩcm）を、さらに BioPakフィルタを通して用いた。 
 
RNA：ホタルルシフェラーゼ GL2 遺伝子を標的とした siRNA と Alexa647 をセンス鎖の鎖中へ導入した
siRNA は、化学合成し HPCL で単離精製したものをシグマアルドリッチジャパン合同会社（PAGE 精製、
純度約 90−95%、北海道）と株式会社ジーンデザイン（HPLC 精製、純度 >90%、大阪）にそれぞれ依頼合
成したものを使用した。合成の段階で必ず 2 本以上に分注してもらった。siRNA はアンチセンス鎖とセン
ス鎖をそれぞれ別々に購入し、測定前にアニーリングすることで二重鎖状態にした。 
siGL2−1（アンチセンス鎖）: 5’ – CGU ACG CGG AAU ACU UCG AdTdT – 3’ 
siGL2−2（センス鎖）: 5’ – UCG AAG UAU UCC GCG UAC GdTdT – 3’  
なお、dTはデオキシリボチミンを意味する。 
Alexa-siGL2: 5’ – UCG AAG UAU U(Alexa647)CC GCG UAC GdTdT – 3’ 
Alexa647は鎖中 Uに修飾されている。 
スクランブル siRNAは東北医科薬科大学の久下周佐教授より頂いたものを使用した。 
Scramble siRNA: 5’－AAU UAU CCG UUC GUG UCA CGC－3’ 
RNA が入った容器はまず卓上遠心機でスピンダウンし、Milli-Q を加えボルテックスをかけずに Milli-Q
が壁面と蓋の裏全体に行きわたるよう回し、RNAを溶解させた。これを 4Cで一晩静置した。翌日に Milli-




𝐴260 = 𝜀260 ∙ C ∙ l 
A260 は 260 nm における吸光度、260 は 260 nm における RNA のモル吸光係数、C は RNA のモル濃度
（mol/L）、lは光路長（cm）である。 
得られた RNAの母液は 100 Mとなるように Milli-Qで希釈した。RNA母液はその日のうちに複数本の
チューブに分注し、−20Cで冷凍保存した。RNA母液の再溶解・再凍結過程は 3回以内になるように使い
切った。 
アニーリングは、Peltier Thermal Cycler（BioRad Laboratories、Hercules、CA）を使用した。まず RNA一
本鎖とその相補鎖、リン酸緩衝液、NaCl溶液、Milli-Qを目的の濃度になるように 250 L PCR チューブへ
添加・混合した。これをサーマルサイクラーで次の条件でアニーリングを行った。 























細胞培養：細胞培養は、フェノールレッド含有 DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium（High Glucose、
細胞培養用、043−30085、和光純薬工業株式会社、大阪）、DPBS(−): Dulbecco’s phosphate buffered saline（Mg2+
および Ca2+不含、細胞培養用、045−29795、和光純薬工業株式会社）、0.05 w/v% Ttrypsin−1 mM EDTA·4Na
（フェノールレッド不含、細胞培養用、202−16931、和光純薬工業株式会社）を使用した。培地には 10%の
FBS: Fetal bovine serum（BioWest、French Origin、BSE Tested accordingly to regulation (EC) 999/2001、sterile 
filtered、LOT: S07295S1820）を入れた。すべて溶液状態で濾過滅菌済みの製品なので、購入後はすべてその
まま使用した。トリプシン・EDTA溶液と FBSは使用しない分は分注し、－20Cで凍結保存した。 
HeLa 細胞は十川研究室からいただいたものを使用した。10% FBS を含む D-MEM 中で培養した。イメ
ージング実験に使用しない場合はフェノールフレッド含有 DMEMを使用したが、イメージング実験を行う
場合はバックグラウンド蛍光が大きいため、フェノールレッド不含の DMEMで FBSを 2%まで少なくした





複合体調製：まずアニーリング緩衝液（50 mM NaCl、10 mM sodium phosphate、pH 7.0）中の siGL2 を jetPRIME 
buffer（Polyplus transfection、Illkirch、France）で希釈し、Py-AA-TOを混合し、20分間静置して適当な濃度
の Py-AA-TO/siGL2 錯体溶液を調製した。jetPRIME buffer の組成は明らかではないが、pH 7.0 であること
は確かめた。ここに jetPRIME を適量添加し、10 秒程度ボステックスし、10 分間静置することでポリプレ
ックスが形成されるのを待った。 
OptiMEM（フェノールレッド不含、11058021、Thermo Fisher Scientific、San Jose、CA）と Lipofectamine 
2000（Invitrogen、Carlsbad、CA）を用いて同様の操作を行うことでリポプレックスも調製した。 
適切な細胞内導入効率とイメージング結果を得るためのキャリア量は、添加する量を変えて条件検討す
ることが必要不可欠である。例えば今回の実験では、siGL2 の最終濃度を 200 nMでイメージングするため




上記の方法で調製し、これを 20 mM HEPES 緩衝液（pH 7.0）で希釈した。この時の siGL2 は 200 nMであ













<…> は時間平均を表す。光の電場 E(t)は直接観測できる物理量ではないので、実際には散乱光強度 I(t)を
測定し、上記の自己相関関数と関係付けることとなる（詳細はここでは割愛する）。ここで自己相関関数の
減衰定数は粒子の拡散定数 D（m2s-1）と散乱ベクトル qを用いて、下記のように表される。 
𝛼 = D𝑞2 
散乱ベクトル qは溶媒の屈折率 nとレーザ光の波長、散乱角を用いて、以下のように定義される。 







ZetasizerNano（Marvern Instruments）では、後方散乱を検出する光学系となっており、散乱角 = 173である。
実際の測定においては、測定された自己相関関数の減衰定数から粒子の拡散係数 D を求め、球状と仮定





















ここで、a は粒径、−1は拡散電気二重層の厚さ、F(a)はヘンリー係数、f(a)は Zetasizer Nano で定義され
たヘンリー係数、rは溶媒の比誘電率（Fm−1）、rは真空中の誘電率（8.85  10-12 Fm−1）である。 
より詳細な物理化学的背景は専門著書を参考にされたい。 
 
蛍光顕微鏡観察：蛍光顕微画像は DeltaVision Elite Imaging System（コーンズテクノロジー株式会社、東京）
を用いて撮影し、その画像処理は備え付けの SoftWorx 上で行った。顕微鏡は IX71（オリンパス株式会社、
東京）、CCD カメラは CoolSNAPTM HQ2（Photomerics、Tucson、AZ）である。実験は 8 ウェルカバーガラ
スチャンバー（カバーガラス厚: 0.12−0.17 mm; 5232−008、株式会社イワキ、東京）を使用した。光源は 4波
長半導体光源（DAPI/FITC/TRITC/CY5）を用いた。各励起光源に用いたフィルタセットを以下に示す。 
DAPI: Ex 390/18 & Em 435/48、FITC set: Ex 475/28 & Em 525/48、TRITC: Ex 542/27 & Em 597/45、Cy5: Ex 
632/22 & Em 679/34  
細胞を観察する前の日に細胞をチャンバーに播き、一晩インキュベーションした。観察する段階でおよ
そ 50−80%コンフルエントになっている状態が最もうまくイメージング観察できた。そのためには 8 ウェ
ルのチャンバーに、1ウェル当たり 25000−50000個の細胞を播いた。（細胞の状態により接着効率が異なる
ため、継代数が大きくなるほど播く細胞数も多めにした方が実験はうまくいきやすい）次の日の観察 4 時






培地を除去し PBS で 2、3 度細胞がはがれないようにやさしく洗い流し、フェノールレッド不含の培地を
加えた。観察には 60倍の油浸対物レンズ（NA = 1.42）を使用し、NA = 1.518の油浸オイルを使用して撮影
した。すべての撮影において、励起光強度は 50%以下、露光時間も 0.1秒以下に設定した。 
 




まで下げ、露光時間を多少長め（~ 500 ms）に設定した。また、ビニングを 2  2にした。  
 
核との共染色実験：核内の DNA の染色は Hoechst33342（ trihydrochloride, trihydrate; H1399、
Thermo Fischer Scientific）を用いて行った。siRNAのトランスフェクションが終わった後、細胞を PBSでよ





率は Hoechst33342 よりもはるかに劣っていたため、Hoechst33342 を用いることを勧める。染色後は、DAPI
フィルタで観察できた。 
 
リソソームとの共染色実験：リソソームとの共染色は Cell Navigator Lysosome Staining Kit（AAT Bioquest、





水溶液を 80 Mになるように細胞培地へ添加した。 
 
デュアルルシフェラーゼアッセイ：siGL2 のサイレンシング活性はデュアルルシフェラーゼレポータアッ
セイキット（Promega、Madison、WI）を用いて評価した。まず 1ウェル当たり 4000個の細胞を 96ウェル
プレートに播き、24 時間インキュベーションした。次の日、ホタルルシフェラーゼ発現ベクター（pGL2、
71 ng/L）とウミシイタケルシフェラーゼ発現ベクター（pRluc、61 ng/L）を、siGL2 と同時にトランスフ
ェクションした。その後さらに 24時間インキュベーションした後、キットの操作方法に従い溶解液を調製







細胞毒性アッセイ：細胞活性は alamarBlue cell viability reagent（DAL1025、Thermo Fisher Scientific）を用い




測定条件: ex = 570 nm、em = 600 nm、cutoff: 590 nm、PMT: medium 
測定前に 10秒間振とうしてから、top read（蓋は被せたまま）で蛍光測定した。 
 
フローサイトメトリ：まず測定の前日に 35 mm ディッシュに細胞が 80−90%コンフルエントになるように
細胞を播いた。具体的にはおよそ 50000個播くと解析に好ましい細胞数になった。（フローサイトメトリ解
析には細胞は絶対数で 50000 個は必要である）ここへ siGL2 の最終濃度が 300 nM になるようにトランス
フェクションし、解析に必要な時間（1、4、8、20 時間）インキュベーションした。8 時間および 20 時間
インキュベーションした細胞は、トランスフェクションから 4 時間の段階で培地を交換し、PBS で 3 回洗
った後新しい培地に置換することで、それ以降の新たな複合体の取り込みを阻害した。解析の前には、ま
ずフローサイトメトリ装置（MoFlo XDP; Beckman Coulter、Miami、FL）を立ち上げ、光学系の調整を行っ
てから細胞の準備を行った。トランスフェクションした細胞は培地を交換し、通常の継代作業にしたがっ
て懸濁液とした。この時懸濁液をそのまま解析に用いるため、フェノールレッド不含の培地中で懸濁液と
した後、1500 rpmで 3 分間遠心操作をし、上清を HBSS(−)に置換し、最終的に HBSS(−)の懸濁液とした。
フローサイトメトリ測定では、488 nmのレーザを散乱光検出に用い、Ex 488 & Em 529/28 フィルタセット
を Py-AA-TO検出に、647 nmのレーザと Ex 642 & Em 670/30 フィルタセットを Alexa647 検出にそれぞれ
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RRと DD を使用した（図 3−1）（Roberts and Crothers, 1992）。三重鎖形成 PNA を報告してい
る Roznersらも同じ RRを用いている（Li et al., 2010）。すべてホモプリン鎖とホモピリミジ
ン鎖からなる二重鎖である。二重鎖はいずれも UUUU あるいは TTTT ループ構造を持って
おり、熱的に非常に安定な分子内二重鎖を形成できるため、熱的に安定な PNAとの三重鎖
を調べることが可能であると考えられる。また、三重鎖形成反応に対する二重鎖内の鎖の影
響を調べるために、ヘテロ二重鎖：RD と DR も用意した。上記の筆者らはこれらの配列と、
三重鎖形成 DNA および RNA との相互作用を報告しているので、その結果と本章で得られ
た解析結果を比較できると考えた。 









Figure 3−1. 用いた二重鎖と PNA の配列。太字は二重鎖部位の RNA 鎖を示す。点は PNA 
の標的配列を示す 
二重鎖と PNA との三重鎖の表記は以下の通り。RNA 二重鎖: RR; 5’-RNA−DNA-3’ ヘテ
ロ二重鎖, RD; 5’-DNA−RNA-3’ ヘテロ二重鎖, DR; DNA 二重鎖, DD; PNA−RR 三重鎖, 





2. 様々な条件下における三重鎖の安定性評価：pH の影響 
まず融解温度測定を行い、様々な pH における三重鎖の安定性を評価した。pH は 5.5 から
8.0 まで変化させ、pH 5.5 には酢酸緩衝液、pH 6.0 から 8.0にはリン酸緩衝液を用いて調整








基対が解消すると 300 nmの吸光度は減少する（Sun et al., 2004）。こうした吸光度の減少は
二重鎖の融解では観測されないため、［三重鎖→二重鎖＋一本鎖］の遷移を選択的に評価す
ることが可能である。 
典型的な融解温度測定結果を図 3−2 と 3−3 に、各 pH における融解温度（Tm: melting 
temperature）を表 3−1にまとめた。pH 5.5−8.0の範囲において P*RRは P*DD よりも熱的に
はるかに安定であることが分かった。例えば pH 5.5 において、P*RRの Tm は 102Cと求ま
り、P*DD の Tmと比較して 31C も高かった。いずれの三重鎖も pH が上がるにつれ Tm が
減少した。これは PNA が三重鎖を形成するためにはシトシン塩基がプロトン化する必要が
あり、N3位の窒素原子の pKaが約 4.5であるために、高 pH 条件下ではプロトン化が起こり
づらくなっている結果であると考えられた。一方こうした Tmの pH 依存性は Watson−Crick
塩基対からなる二重鎖の融解では見られなかった（図 3−3）。P*RR は pH 7.0−8.0においても
P*RR が室温以上の Tmを示した。この結果は三重鎖内の PNA シトシン塩基の N3 位の pKa
が中性付近まで上昇していることを示唆していた。これはグアニン 7 位の窒素原子とシト
シン 3位の窒素がプロトンを共有すること、またプロトン化シトシンの正電荷が RNA リン
酸基と静電相互作用することにより、プロトン化した状態が安定化するためであると考え
られる（Nikolova et al., 2013; Callahan et al., 1991）。 
Tmの pH依存性を比較すると、P*DDの方が pH により敏感であり、pH上昇により P*RR





ると、 確かに P*DD の方が P*RR よりも傾きが負に大きかった（Tm/pH = −36.1 for P*RR、
Tm/pH = −48.5 for P*DD、図 3−4）。負の傾きは、三重鎖の融解に伴いプロトンが放出され
ていることを示唆していた。Tmの pH 依存性から、カウンターイオンコンデンセーション理
論（counterion condensation theory: CC 理論）に基づく式 3−1を用いて、三重鎖融解に伴うプ
ロトンの放出数: nH+を見積もったところ（Soto et al., 2002; Plum and Breslauer, 1995）、P*RR
では二重鎖一モルあたり 8.5 モルのプロトンが、P*DD では 5.9 モルのプロトンがそれぞれ
放出されていると見積もられた。これらは PNA が含む 6個のシトシン塩基の個数におおよ
そ対応していた。 
 






           （式 3−1） 
HUV は融解温度の濃度依存性から見積もった三重鎖形成反応に伴うエンタルピー変化、R




































































Figure 3−2. 様々な pHにおける融解温度曲線。(a) PNA−dsRNA三重鎖、(b) PNA−dsDNA
三重鎖 
測定条件: [PNA] = [dsRNA] or [dsDNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 














































Figure 3−3. 各 pH における三重鎖および二重鎖の Tm 






Table 3−1. 様々な pHと NaCl濃度における三重鎖と二重鎖の Tm [± 1C] a 
pH NaCl (mM) Tm (P*RR) Tm (P*DD) Tm (RR) Tm (DD) 
5.5 50 101 76.3 91.3 69.1 
 100 103 71.3 97.8 72.3 
 150 99.3 68.3 97.9 75.3 
 200 98.0 65.3 98.6 76.9 
 300 93.0 57.5 > 100 78.7 
 500 89.2 52.4 > 100 78.9 
6.0 100 83.9 44.1 97.8 75.1 
6.25 100 72.0 31.3 97.8 75.9 
6.5 100 61.0 23.4 97.9 75.2 
7.0 100 48.5 < 20.0 97.0 75.4 
8.0 100 27.7 < 20.0 97.1 75.9 
a The concentration of each strand was 3.0 M. The UV melting curves were recorded at 300 nm,  








pH 5.5 において、50 mM から 500 mM まで NaCl濃度を変化させたときも、P*RR は P*DD
よりも熱的により安定であることが分かった。塩濃度が上昇するといずれの三重鎖も Tmは
減少した。これはナトリウムイオンが、PNA のプロトン化したシトシンおよび N 末端のプ
ロトン化したリシン側鎖と、RNA リン酸基への結合において競合しているためであると考
えられた。特にプロトン化シトシンとの競合反応は N3位の見かけの pKaを低下させるもの
と予想されるので（Soto et al., 2002）、その結果三重鎖の安定性が減少したものと考えられ
た。通常の二重鎖形成ではこうした競合はなく、むしろナトリウムイオンはリン酸基同士の
電荷反発を遮蔽する効果を示すため、二重鎖は安定化した（図 3−6）。こうした挙動は従来






図 3−6 と 3−7 の Tm vs. ln[Na+] プロットにおいて負の傾きが見られることから、三重鎖融
解に伴いナトリウムイオンが取り込まれていることが示唆された。CC 理論に基づく式 3−2
（Soto et al., 2002; Rentzeperis et al., 1991）を用いて三重鎖融解に伴うナトリウムイオンの取


















































































Figure 3−5. 様々な NaCl 濃度における融解温度曲線。(a) PNA−dsRNA 三重鎖、(b) 
PNA−dsDNA三重鎖 
測定条件: [PNA] = [dsRNA] or [dsDNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 















































Figure 3−6. 各 NaCl濃度における三重鎖および二重鎖の Tm 









分子クラウディング条件下で安定化することが報告されている（Miyoshi et al., 2009; Goobes 
et al., 2003; Goobes and Minsky, 2001; Spink and Chaires, 1999 & 1995）。三重鎖の安定化は主に、
Hoogsteen塩基対を形成する際に水分子が放出されることが大きな原因として考察されてい




今回クラウディング剤として、平均分子量が 200、400、8000の PEG（PEG200: P2、PEG400: 
P4、PEG8000: P8）、エチレングリコール（EG）、ジメトキシメタノール（DM）、グリセロー
ル（G）、2-メトキシエタノール（2-ME）、D-ソルビトール（S）を用いた（図 3−8）。各クラ
ウディング剤を 20 wt%（PEG400と PEG8000 は 15 wt%）加えた時の Tmを比較したところ






子量を持つ PEGでは水の活量の減少が支配的である一方、大きな分子量を持つ PEG では排














二重鎖と三重鎖においても、水和状態が異なることが報告されている（Miyoshi et al., 2009; 




があった。つまり、ビシナル位のヒドロキシル基の数は、PEG200 = DM（0個）< 2-ME（1





見られた。具体的には三好らの先行研究で、DNA 三重鎖の安定性は G < EG < 2-ME < PEG200
（Miyoshi et al., 2009 より一部抜粋）と報告されている。用いた配列・二重鎖構造・測定条










ては RNA 二重鎖結合選択性）と関連している可能性がある。PNA の周辺に存在する水分
子に関しては、いくつか先行研究から得られる知見がある。PNA−DNA 二重鎖の X 線結晶
構造解析から、構造化した水分子が PNA 骨格のアミドプトロンと近くの核酸塩基を橋渡し
するような役割を果たしていることが示唆されている（Menchise et al., 2003）。これが、PNA 
骨格を固めることにより配列選択性を向上させている可能性が指摘されている。また、





ることが示唆されており、Hoogsteen 側の PNA 骨格のアミド結合と DNA リン酸基の非架橋
酸素とが直接、あるいは水分子を介して相互作用している可能性が指摘されている（Sen and 
Nilsson, 1998）。こうした結果から、PNA と RNA二重鎖および DNA 二重鎖との三重鎖構造
の周囲にもまた、構造化した水分子が存在するのではないかと推測される。P*RR と P*DD
には異なる構造化した水分子が存在しており、それが小分子クラウディング剤に対する異
なる安定化／不安定化挙動の原因になったと考えた。ここで、私は A 型構造をとる RNA 二




















































































Figure 3−9. クラウディング条件下における三重鎖（a）と二重鎖（b）の Tm比較。黒塗
りが PNA−dsRNA三重鎖（a）または dsRNA（b）、白塗りが PNA−dsDNA三重鎖（a）ま
たは dsDNA（b）。クラウディング剤を加えていない時の Tmとの差を縦軸にプロットし
た。クラウディング剤は、P4と P8 が 15 wt%、その他は 20 wt%加えた。ND: グリセロ
ール（G）を用いた場合、80C以上になるとグリセロール自身が 300 nmの顕著な吸収を
示したため、P*RRの Tmを正確に測定することができなかった 
測定条件: [PNA] = [dsRNA] or [dsDNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 




















































Figure 3−10. 三重鎖の Tm のクラウディング剤濃度依存。(a) PNA−dsRNA 三重鎖、(b) 
PNA−dsDNA三重鎖。P4と P8を加えた溶液では粘性が高くなったため、15−20 wt%程度
までしかうまく測定することができなかった 
測定条件: [PNA] = [dsRNA] or [dsDNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 







ける ITC プロフィールを図 3−11 に、各熱力学的パラメータを表 3−2 にまとめた。25C に
おいて P*RR は P*DD よりも 2.6 倍大きな会合定数（Kcal）を示した。また会合定数は、三
重鎖が熱的に安定な 10C から 37C の温度範囲でも P*RR の方が大きかった（図 3−12、第
四章も参照のこと）。このことから熱量測定でも、融解温度測定と同様に PNAは RNA 二重
鎖と強く結合するという結果が得られた。ITC測定から見積もられる会合定数は、三重鎖形
成反応の会合過程、すなわち核形成反応を主に反映していると考えられており、P*RR の核
形成反応がエネルギー的により有利であることを示唆していた（Kamiya et al., 1996; 第四章
も参照のこと）。これは会合速度定数（kon）の比較からも支持された。ストップトフロー測
定から三重鎖形成反応の会合速度定数を算出したところ、P*RR は P*DD よりも 4.4 倍大き
な konを示した（表 3−2）。これらの結果は、数塩基から成る核の安定性は、核が RNA 二重
鎖の主溝で形成されるときの方が、DNA 二重鎖の主溝で形成されるときよりも高いことを
示唆していると考えられた。この点をより明らかにするために核形成反応の分子モデリン
グ計算を行った。3塩基から成る核形成を模倣して、H2N− cct −CONH2の 3塩基（標的配列
の中央 3 塩基分）から成る核を相補的な RNA 二重鎖および DNA 二重鎖の主溝で形成させ
た。すると、図 3−13 に示すように、RNA 二重鎖の主溝で形成された 3 塩基の核は、DNA
二重鎖のものと比較して、互いの塩基が効果的にスタッキング相互作用していることが示




















することで、見かけの比熱容量変化（Cp）を算出した。すると P*RR では−1008 (cal/mol)K−1、
P*DD では−908 (cal/mol)K−1とそれぞれ見積もられた（表 3−2）。大きな負のCpは、一本鎖
状態の PNA のコンフォメーション変化と二重鎖との Hoogsteen 塩基対形成を介した結合反
応の 2 つの平衡反応がカップリングしていることを示唆していた（詳細は第四章を参照の
こと）。Cp は結合に伴う疎水的に結合した水分子の取り込み／放出に起因すると解釈され
ることが多いが（Mikulecky and FeigHeat, 2006）、本系においては DNA 三重鎖形成反応と同
様（Kamiya et al., 1996）、PNA自身の初期構造変化がCpに大きく寄与しているものと考え
られた。それぞれのプロセス（PNAの初期構造変化、RNA二重鎖への結合）に付随するCp
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Figure 3−11. (a) P*RR、(b) P*DDの ITCプロフィール 
測定条件: [PNA] = 70 M, [dsRNA] or [dsDNA] = 5.0 M in 10 mM sodium acetate buffer 
solution containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C.  
Figure 3−12. 10Cから 37C における会合定数。赤: P*RR、青: P*DD 
測定条件: [PNA] = 70 M, [dsRNA] or [dsDNA] = 5.0 M in 10 mM sodium acetate buffer 
solution containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 10, 15, 20, 25, 30, or 37C. Error bars are 
the standard deviation obtained from three independent experiments. 
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Figure 3−13. 考えられる 3塩基核構造の一つ。(a) dsRNA主溝での核、(b) dsDNA 主溝で







Table 3−2. Thermodynamic and kinetic parameters for the P*RR and P*DD triplex formations at 25Ca 
 Kcal ( 107 M−1) Gobsb (kcal/mol) Hobs (kcal/mol) −TSobsc (kcal/mol) Cp (cal/mol)K−1 kon ( 105 M−1s−1) 
P*RRd 2.3  0.82 −9.94  0.24 −35.5  1.4 25.6  1.65 −1008 2.8  0.078 
P*DDe 0.89  0.052 −9.5  0.12 −33.4  0.37 23.9  0.35 −908 0.63  0.043 
a Thermodynamic parameters were obtained from the ITC measurements, and the association rate constant was determined by the stopped-flow analysis. Errors are the standard deviation 
obtained from three independent experiments. bGobs is calculated from Gobs = RTlnK, where R is the gas constant [cal/mol·K]. cSobs is calculated from Sobs = Hobs  Gobs. d 










定性を比較したところ、その安定性の順序は P*RR > P*RD > P*DR > P*DD となった（図




重鎖形成反応のG を見積もると（図 3−15）（Scjroeder and Turner, 2009; Xodo et al., 1990）、
P*RR、P*RD、P*DR、P*DD に対してそれぞれ−9.3 kcal/mol、−8.4 kcal/mol、−8.2 kcal/mol、













          （式 3−3） 




DNA 二重鎖よりも RNA二重鎖と強く結合できる、という 2点が三重鎖形成 PNA の最大の





成に伴う CD スペクトル変化を調べた。RRは典型的な A型、DDは典型的な B 型の CDス
ペクトルの特徴を示した（図 3−16）。また、ヘテロ二重鎖はそれらの中間型の特徴を示し、
A型構造に特徴的な 210 nmの負のピーク強度を指標にして考えると（Lesnik and Freier, 1995）、










（Lesnik and Freier, 1995）、A 型構造に近づくような構造変化であると考えられた。なお
240−280 nmのピークのレッドシフトは、PNAのプロトン化シトシンの寄与を示唆していた。
これらとは対照的に、P*RR の CD スペクトルは全体として元の RRの A型構造の特徴を保
持していた。210 nmのピークが負に大きくなったのも、単に PNAがらせん構造をとったこ
とに主に起因しているものと考えられた（Dragulescu-Andrasi et al., 2006）。 
三重鎖のコンフォメーションに関する情報は、電気泳動実験からも得られた。非変性ポリ
アクリルアミドを用いた EMSA（electrophoresis mobility shift assay）を行ったところ、三重
鎖の移動度は P*DD > P*DR  P*RD > P*RRとなった（図 3−17）。一方で、二重鎖の移動度
は DD > DR > RD > RRとなった。EMSA の結果は異なるビスアクリルアミドの濃度で行っ




る（Roberts and Crothers, 1992）。もしそうだとすれば、二重鎖の移動度の違いと比較して、
三重鎖の移動度の違いが近くなったのは、PNA との三重鎖構造はある構造（おそらく A 型
のらせん構造）が安定で、それに近づくように変化した結果を反映しているものと推測した。
EMSA の結果とその移動度の違いの考察は、CDスペクトルの結果とその解釈とも良い一致




































































Figure 3−14. 三重鎖の融解温度曲線 
測定条件: [PNA] = [double-stranded nucleic acid] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer 
solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA. 
Figure 3−15. 1/Tm vs. ln(Ct/4)プロット。各三重鎖の Tmを、濃度を変えて測定した。線形
フィッティングで得られた直線を実線で示した。各プロットの色は図 3−14 に対応して
いる。 
測定条件: [PNA] = [double-stranded nucleic acid] = 0.83, 3.0, 10, 20, 30, or 40 M in 10 mM 









Figure 3−16. 三重鎖形成に伴う CDスペクトル変化。(a) P*RR、(b) P*RD、(c) P*DR、(d) 
P*DD。三重鎖を色付きの実線、二重鎖単体を黒の実線、それらの差スペクトルを黒の点
線でそれぞれ示した 
測定条件: [PNA] = [double-stranded nucleic acid] = 1.0 M or [double-stranded nucleic acid] = 
1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM 































RR RD DR DD P*RR P*RD P*DR P*DD
Figure 3−17. 非変性アクリルアミド（12%）での三重鎖および二重鎖の電気泳動図 
測定条件: [PNA] = [double-stranded nucleic acid] = 1.0 M or [double-stranded nucleic acid] = 
1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM 
EDTA at 25C. Running buffer: 100 mM MES buffer (pH 5.5). The gel was stained by SYBR 
Green I. Ex: 302 nm. 







図 3−19 にまとめたように、三重鎖形成 PNA は従来の TFO では獲得できなかった RNA 二
重鎖 vs. DNA 二重鎖結合選択性を有している。これは PNAの電荷中性でかつフレキシブル
なポリアミド骨格に起因する特性であることは明白である。結合親和性が TFO を比較して
圧倒的に高いのは、その大部分が静電反発を受けない電荷中性の PNA 骨格によるものと考
えられる。これに加えて従来の TFO は RNA 二重鎖とそこまで安定な三重鎖を形成できな
かったことを考えると、そもそも PNAが RNA二重鎖と結合できる、その安定性が DNA 二




RNA 二重鎖よりも DNA 二重鎖に対して強く結合することが知られている。種々の骨格／
塩基修飾は三重鎖の安定性には大きな影響を与えるものの、DNA 二重鎖へ強く結合する傾
向は変わらない（Zhou et al., 2013; Wang and Kool, 1995; Escudé et al., 1993; Han and Dervan, 
1993; Roberts and Crothers, 1993）。PNA と TFO の大きな違いの一つである電荷は、三重鎖の
安定性には重要なパラメータではあるが、RNA 二重鎖への結合選択性の直接的な原因では





PNA−RNA 二重鎖の NMR 構造解析を報告している論文では、Watson−Crick 塩基対を形成し
ている PNA の塩基部分に比べて、骨格部位の運動性が高いことが報告されている（Brown 
et al., 1994）。PNA−RNA 二重鎖の MD シミュレーションにおいても同様の傾向が報告され
ている（Soliva et al., 2000）。このことは、塩基部位は塩基対形成に関与しており運動性が制
限される一方で、その塩基対形成を保ちつつ骨格部位はある程度のフレキシビリティを持
ち得ることを示唆していた。この骨格の構造的適応性があることで、PNA は塩基部分で
Hoogsteen 塩基対を形成しながら、骨格部分は RNA 二重鎖の狭く深い主溝にフィットする









造をとる RNA二重鎖は構造的に剛直であり、深く狭い RNA二重鎖の主溝へ TFO が構造的
にフィットしないために結合することが困難となっているものと考えた。こうした点を考





カリングはすべて C3’-endo 型をとるのに対し（Cash et al., 2013）、DNA 鎖を含む三重鎖では
DNA 鎖の中に C2’-endo 型と C3’-endo型が混在している（Gotfredson et al., 1998; Tarköy et al., 







損失の割合はどちらも同じであった。これはおそらく、エンタルピー項が PNA と RNA 二
重鎖あるいは DNA 二重鎖との分子間相互作用を純粋に反映するのではなく、PNA の構造
変化など三重鎖形成の分子間相互作用以外の寄与が含まれるためではないかと考えている。 
 
RNA 二重鎖と DNA 二重鎖では、主溝側に突き出たプリン塩基の官能基（水素結合のド
ナー・アクセプター）は同じである。三重鎖形成反応の pH および塩濃度依存性から、PNA
は三重鎖形成反応において高分子電解質としての性質を示した。PNA による三重鎖形成反
応において、プロトン化したシトシンと RNA または DNA の負電荷を有するリン酸基との






には働いていなかった図 3−4 & 3−7）。すなわち結合反応に関わる静電相互作用は、RNA二















PNAが RNA二重鎖と強く結合できることは、PNAが RNA 二重鎖の主溝で効果的に相互作
用できることを示唆している。CDスペクトル測定と電気泳動実験から、PNA による三重鎖
は本質的に A 型構造を好むことが示唆された。いくつかのグループから DNA三重鎖に対し
ても同様の結果が報告されている（Liquier et al., 1995; Escudé et al., 1993; Roberts and Crothers, 
1992）。つまりA型構造は元来安定な三重鎖を形成するための重要な条件なのかもしれない。
これは三重鎖が A 型構造をとるとき PNA は主溝へ構造的によくフィットし、この時スタッ





重要な因子となりえる。この点に関して、Rozners は PNA 骨格の位にベンジル基を導入す
ると、RNA二重鎖 vs. DNA 二重鎖結合選択性を向上させることができることを報告してい









































られてきた。これまで調べられてきた TFO に共通するのは、RNA 二重鎖よりも DNA 二重
鎖へ強く結合するという特性である。これは DNA 二重鎖と比較して、RNA 二重鎖の主溝
は狭く深いためと考えられる。こうした従来の知見に反し、三重鎖形成 PNA は、RNA 二重
鎖とより安定な三重鎖を形成できることが報告され（Li et al., 2010）、これまでに知られて
いなかった三重鎖形成反応の性質が明らかになったが、その結合選択性の原因は明らかで
はなかった。また、PNA による三重鎖形成反応を熱力学・速度論の観点から包括的に調べ






った。これらの結果から、DNA 二重鎖よりも RNA 二重鎖とより安定な三重鎖を形成する
原因が、主に（1）DNA二重鎖に比べてリジッドな RNA 二重鎖へ結合できる、PNAの構造
的にフレキシブルな骨格；（2）DNA 鎖が RNA 鎖よりも糖のパッカリングの変化を付随す
るコンフォメーション変化をしやすい性質；（3）A 型構造の主溝と PNA の構造的な相性、
に起因することを明らかにした。つまり RNA 二重鎖結合選択性は、PNA本来の構造的柔軟
性と二重鎖本来の構造や柔軟性の違いに特有の性質と考えられる。PNA と TFO との三重鎖
形成反応の特徴を以下の表にまとめた。 
今回用いた PNA 配列は第六章で示すように、相補的な RNA一本鎖と Tm = 60C程度の二
重鎖を形成する。これは三重鎖と比較して 40C近く低い。つまり PNA は本質的に RNA 二












Table. PNAと TFO との三重鎖形成反応の比較 
三重鎖形成 PNA  TFO 
◎ 結合親和性 △ 
◎ 会合速度 × 
RNA二重鎖 結合選択性 DNA二重鎖 











Table. PNA−dsRNA三重鎖と PNA−dsDNA 三重鎖の比較 
融解温度 P*RR  >>  P*DD 
pH依存性 P*RR  ≤   P*DD 
塩濃度依存性 P*RR  ≤   P*DD 
会合速度定数 P*RR  >   P*DD 
ITC会合定数 P*RR  >   P*DD 
CDスペクトル変化 P*RR  <   P*DD 
水和状態 P*RR  ≠   P*DD 







れており多くの相互作用解析データがある DNA 二重鎖結合分子を、標的 RNA への結合分
子として流用し調べるという形をとることが多い。これは核酸結合分子だけの話ではなく、
核酸検出法として汎用されているポリメラーゼ連鎖反応（PCR: polymerase chain reaction）や
ノーザンブロッティング法は、もともとは DNAを検出する手法として先に確立され、それ
が今日の RNA 検出法へと流用されている。配列情報を決定するシークエンサーも DNA の
ために開発されたため、RNA のシークエンシングには、RNAを cDNAライブラリへと変換
しなければならない。つまり RNA化学全般に言えることである。残念ながら、DNA二重鎖




RNA 二重鎖の構造を DNA 二重鎖から識別し、かつ配列を読み取ることのできる三重鎖形
成 PNA が、いかにユニークな分子であるかは明らかであろう。 
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RNA：使用した RNA 二重鎖（RR）と RNA−DNA ヘテロ二重鎖（RD、DR）はすべて株式会社ジーンデ
ザイン（HPLC 精製、純度 >90%）に依頼合成したものを使用した。今回用いた RNA は UUUU をループ
としたヘアピン RNAであり、測定前にアニーリングすることで二重鎖状態にした。ヘテロ二重鎖のループ
構造は TTTTとした。DNA二重鎖（DD）は株式会社日本遺伝子研究所（HPLC 精製、純度 >95%、宮城）
に依頼合成したものを使用した。下に配列を示す。なお RNAは大文字で、DNAは小文字で表記した。PAGE
による精製データは第五章にまとめて示した。 
RR: 5’− GGA GAG GAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
RD: 5’− GGA GAG GAG GGA ttt ttc cct cct ctc c −3’ 
DR: 5’− gga gag gag gga ttt tUC CCU CCU CUC C −3’ 
DD: 5’− gga gag gag gga ttt ttc cct cct ctc c −3’ 
RNAの定量、保存は第二章で記載した通りに行った。アニーリングは以下の条件で行った。 




PEG200（P0840、CAS: 25322−68−3、MW = 190−210、東京化成工業株式会社） 
PEG400（N0443、CAS: 25322−68−3、MW = 380−420、東京化成工業株式会社） 
PEG8000（43443、CAS: 25322−68−3、MW = average 8,000、Alfa Aesar、Lancashire、UK） 
Ethylene glycol（054−00983、試薬特級、純度 > 99.5%、CAS: 107−21−1、MW = 62.07、和光純薬工業株式会
社） 
1,2-Dimethoxymethane（D0637、純度 98%、CAS: 109−87−5、MW = 76.10、東京化成工業株式会社） 
2-methoxyethanol（055−01096、試薬特級、純度 > 99%、CAS: 109−86−4、MW = 76.09、和光純薬工業株式会
社） 
Glycerol（076−00641、吸光分析用、純度 > 99%、CAS: 56−81−5、MW = 92.09、和光純薬工業株式会社） 
D-sorbitol（240850、純度 99%、CAS: 50−70−4、MW = 182.17、Sigma−Aldrich） 
 



























測定溶液条件：特に指定がない限り、測定は 25C、100 mM NaCl と 1.0 mM EDTAを含む 10 mM 酢酸緩衝






東京理化器械株式会社、東京）が付属してある。測定にはサンプルの吸光度に合わせて、光路長 1 mmか 10 
mmの 8連セルを用いた。測定にはまず水のベースラインを測定し、それを補正データとして用いた。試料
の測定には、まず RNA 溶液／DNA 溶液をアニーリングし、ここへ PNA を添加し、20 分間インキュベー
ションした。分子クラウディング条件での測定では、アニーリングした RNA 溶液／DNA 溶液にクラウデ
ィング剤を添加し、そこへ PNA を添加してから 20 分間インキュベーションした。粘性が高い試料につい
ては溶液がきちんと撹拌されるように、10分後に一度ボルテックスで撹拌した。その後セルに溶液を移し、
上からパラフィンを添加し、さらにその上からシリコン栓をした。これにより長時間の高温測定条件下で
も試料濃度が変わらないようにした。セルをホルダーにセットしたら、72C まで 5C / min で昇温し、10
分間温度保持した後、10Cまで 1C / minで降温した。この操作はセル内で PNAをアニーリングし、かつ
気泡を取り除く目的で行った。（経験上行わなくとも結果に大きな差は見られなかった）10C で 3 時間保
持した後に測定を開始した。室温よりも低い温度で保持するため、セル外部表面への結露を防ぐため窒素
ガスをセルホルダ内へ流した。測定条件は以下の通りである。 
測定波長: 260 nm、300 nm、校正波長: 320 nm、400 nm 
スリット幅: 1 nm、積算回数: 3回、データ補正: 2波長補正＋セルブランク、測定温度: 10C → 110C、開始












ベースライン補正をした。石英セルはサンプル量とその吸光度に応じて、2 mm  10 mm（光路長: 10 mm）







バンド幅: 1 nm、レスポンス: 1 s、感度: standard、データ取り込み間隔: 0.5 nm、掃引速度: 50 nmまたは 100 





る。ここへ 75 Wキセノンランプからの光を単色光分光器（MD200 monochromator、株式会社ユニソク）で
分光したものを、結束光学ファイバーで反応セルへと導入している。光は反応セルを通った後光電子増倍
管へと届けられ、信号がパソコンへと送られる。試料測定にあたっては、まず目的の 2倍の濃度となる RNA









え付けの解析ソフト: UniSpek（株式会社ユニソク）で解析し、二次反応速度定数（kon [M−1cm−1]）を求めた。 
 
ITC（isothermal titration calorimetry）測定：ITC測定は超高感度等温滴定型マイクロカロリメータ（iTC200; 










Total injections: 19、Cell temperature (C): 25、Reference Power (cal/sec): 10、Initial delay (sec): 60、Syringe 
concentration (mM): 0.070、Cell concentration (mM): 0.005、Stirring speed (rmp): 750、Feedback mode/gain: high、
Volume (L): 0.4（1回目）& 2（2回目以降）、Duration (s): 0.8（1回目）& 4（2回目以降）、Spacing (s): 240−300、





分子モデリング計算：分子モデリングは、マクロモデル version 10.4（Schrodinger、LLC、New York、NY）
を用いて行った。まずマクロモデル上でループ構造まで再現する必要はないと判断し、UUUU ループを除
いた 12塩基対から成る A型の RNA二重鎖（RRのステム部位）または B型の DNA二重鎖（DDのステム
部位）を構築した。次に、その中央の 5’− GGA −3’部位に Hoogsteen塩基対を形成するように、プロトン化
シトシン塩基とチミン塩基を配置した。すべての Hoogsteen 塩基対形成ができたら、RNA 二重鎖／DNA二
重鎖を固定化してエネルギー安定化計算を下記の条件で行った。 
Force field: Amber*、Solvent: water、Electrostatic treatment: constant dielectric、Dielectric constant: 1.0、Charges 
















行った。ゲル作成はまず 40(w/v)%-Acrylamide/Bis mixed solution (19:1)（Nuclease tested; 06140−45、電気泳動
用、ナカライテスク、京都）を 20%または 12%になるように 100 mM の MES緩衝液（pH 5.5）および Milli-
Q で希釈した。ここへ、0.44 M のぺルオキソ二硫酸アンモニウム（012−20503、分子生物学用、和光純薬工




作成した。100 mM の MES 緩衝液をラニング緩衝液に用い、10 mAで 5分間プレランを行った。次に泳動
試料として、通常の測定溶液条件で調製した RNA 溶液／DNA 溶液に、ローディング緩衝液（9156、タカ
ラバイオ株式会社、滋賀）を加えたものを用意し、合計 6 Lをウェルへと添加した。この時ローディング
緩衝液を加えた時に試料溶液中には、36%のグリセロール・30 mM の EDTA・0.05%の Bromophenol・0.035%
の xylene cyanolが含まれている。試料は 30 mAで 2時間泳動した。泳動後のゲルは、100 mM の MES緩衝





した。ゲルの核酸染色剤として、他にも SYBR Gold とエチジウムブロマイドを使用したが、前者は三重鎖
がほとんど染色されず、後者は蛍光強度が低いため装置の低い感度も相まって、いずれも三重鎖バンドの
観測が困難であった。二重鎖も三重鎖も均一に染色できるという性質を見れば、エチジウムブロマイドが
最も良かったが、感度は SYBR シリーズが優れており、三重鎖バンドが染色できた SYBR Green I を最終的
には使用した。おそらく SYBR 系の色素は二重鎖構造と比較して、三重鎖構造に対する親和性が弱いもの
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本章では第三章で用いた 9-mer PNA と 12-merのヘアピン RNA 二重鎖（RNA1）との相互作
用解析を詳細に行った。ミスマッチの影響を調べるために、プローブ中央のシトシン塩基の
対面がミスマッチとなる配列（RNA2、RNA3、RNA4）、ならびに末端部位がミスマッチと
なる配列（RNA5、RNA6）を用意した（図 4−1）。一連の実験は 100 mM NaClと 1.0 mM EDTA
















た。従来の TFO による三重鎖形成反応の速度論は、UV ヒステリシス測定法（Rusling et al., 
2008; Xodo, 1995; Rougée et al., 1992）、フィルター結合アッセイ（Shindo et al., 1993）、エンド
ヌクレアーゼ阻害実験（Maher et al., 1990）、ストップトフロー測定法（Hari et al., 2014; Wang 
et al., 1995）、温度ジャンプ法（Rusling et al., 2008; James et al., 2003）、表面プラズモン共鳴
（SPR; surface plasmon resonance）（Torigoe et al., 2001; Cuenoud et al., 1998）、共鳴エネルギー
移動（Yang et al., 1994）などの手法を用いて調べられてきた。今回私は、PNAも RNA もラ
ベル化が不要で、かつ溶液中での会合速度を求めることができるストップトフローを用い
て測定することにした。具体的には、等量の PNA と RNA 溶液を急速混合し、三重鎖形成
に伴う 260 nm の吸光度変化を追跡した（第三章も参照のこと）。一般に三重鎖形成反応の
会合速度定数は、解離速度定数よりもはるかに大きいため、会合速度定数を定量的に評価す
ることが可能である。得られた吸光度変化を 1:1結合に基づくフィッティング式で解析する
ことで二次会合速度定数（kon）を求めた（表 4−1）。図 4−2 に典型的な吸光度変化曲線を示
した。図 4−2aに示すように PNA と RNA1 を急速混合すると、260 nmの吸光度が減少した。
これをフィッティング解析することで、会合速度定数は 2.8  105 M−1s−1と算出された。この
値は従来の DNAや RNAを基本骨格とする TFO の会合速度定数よりも、少なくとも 2桁大
きな値であることが分かった（Torigoe et al., 2001; Wang et al., 1995; Xodo, 1995; Rougée et al., 
1992など）。かつ、PNA−RNA二重鎖形成反応の会合定数とほぼ同程度の値であることも分
かった（Jensen et al., 1997）。従来の TFO の会合速度定数は二重鎖形成の会合速度定数より
も小さいことが知られている（Craig et al., 1971; Pörschke and Eigen, 1971）。これはリン酸基
同士の電荷反発が、負の電荷密度の大きい二重鎖との三重鎖形成でより顕著であるためと




ITC から算出された会合定数（Kcal）と、上記の会合速度定数から、koff  = Kcal/konの関係
































+ 𝑙𝑜𝑔𝐴                       （式 4−1） 
ここで A は頻度因子を表す。この式は、lnkon vs. 1/T プロットが線形性を示す時、その傾き
から Eonが、y切片から Aがそれぞれ求まることを示している。 
























A + B ↔ N → P                                （式 4−2） 
A、Bは反応物、Nは核（遷移状態）、P は生成物を表す。また、A + B ↔ N の会合速度定数
と解離速度定数をそれぞれ ka、ka’を表す。同様に、N → P の生成速度定数を kbと表す。す
ると、 
(N の生成反応速度) = 𝑘𝑎[𝐴][𝐵]                      （式 4−3） 
(N の消費反応速度) = 𝑘𝑎′[𝑁]                        （式 4−4） 
(P の生成反応速度) = 𝑘𝑏[𝑁]                          （式 4−5） 
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成反応は、（Eon,a + Eon,b）よりも Eon,a’の方が大きいので、結果として負の活性化エネルギー
が算出されたのであろう。 
今回実験的に見積もられた活性化エネルギーの値は、過去の DNA三重鎖形成反応で報告
されている値（−6.2 kcal/mol から −21 kcal/mol）に近いことが分かり（Xodo, 1995; Shindo et 









ことが分かった。50 mM から 200 mMまで NaCl濃度を変化させたときの会合速度定数を調
べたところ、 NaCl濃度を上げるに従い、会合速度定数は徐々に小さくなることが分かった
（表 4−2）。こうした塩濃度依存性は、従来の TFO による三重鎖形成反応で見られる塩濃度





















対を含む RNA 二重鎖配列 5 種類との会合速度定数を比較した。RNA2、RNA3、RNA4 は
PNA中央のシトシン塩基の対面がそれぞれ A−U、C−G、U−A ミスマッチになっている配列
である（第三章も参照のこと）。RNA5と RNA6 はそれぞれ PNAの N 末端のシトシン、C 末
端のチミン塩基の対面が U−Aミスマッチになっている配列である（図 4−1）。配列中央にミ
スマッチ塩基対を含む RNA2、RNA3、RNA4 では、会合速度定数はそれぞれ 5.6 倍、10倍、
5.6倍減少することが分かった（表 4−1）。これと対応して、RNA2から RNA4 との三重鎖の
Tmは 20Cから 33C 減少した（図 4−3）。ミスマッチ塩基対の種類に依らず会合速度定数は
大きく減少し、塩基対の種類や Tm減少との明らかな相関は見られなかった。中央ミスマッ
チ含有配列と同様に、末端ミスマッチ塩基対を含む配列: RNA5と RNA6 に対しても、会合
速度定数は共に 6.2 倍減少することが分かった（表 4−1）。この時 RNA5 と RNA6 に対して









会合速度定数を著しく減少させることを見出し、ここから TFO は 5’ → 3’末端の方向に伸長



















から 14 kcal/mol減少し、末端にミスマッチがあるときの減少度（Eon = −2.5 ~ −3.6 kcal/mol）
よりも 10 kcal/mol近く大きかった（図 4−5 & 表 4−1）。中央にミスマッチがあるときの方が
より活性化エネルギーが負に大きくなった原因として、ミスマッチ塩基対が PNA 塩基と正
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Figure 4−2. PNAと RNAの急速混合後の 260 nmの吸光度変化。(a) RNA1、(b) RNA2、
(c) RNA3、(d) RNA4、(e) RNA5、(f) RNA6。実験値を黒の実線で、フィッティング曲線
を青の実線でそれぞれ示した 
測定条件: [PNA] = [RNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 





Table 4−1. PNAと RNA1−RNA6 との会合速度定数と活性化エネルギーa 
 kon ( 105 M−1s−1) Eon (kcal/mol) 
RNA1 2.8 ± 0.078 −4.9 ± 1.8 
RNA2 0.50 ± 0.28 −19 ± 6.3 
RNA3 0.28 ± 0.064 −17 ± 3.5 
RNA4 0.50 ± 0.18 −18 ± 6.3 
RNA5 0.46 ± 0.021 −7.4 ± 0.72 


























Figure 4−3. PNA と RNA1（黒塗り丸）、RNA2（黒塗り四角）、RNA3（白塗り丸）、RNA4
（白塗り四角）との会合速度定数の温度依存性（アレニウスプロット）。各温度におけ
る会合速度定数の対数値を温度の逆数に対してプロットした 
測定条件: [PNA] = [RNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 









Table 4−2. 会合速度定数の塩濃度依存性 a 





a測定条件: [PNA] = [RNA] = 3.0 M in 10 mM sodium  
acetate buffer solution (pH 5.5) containing 50 mM, 100 mM, 
150 mM, or 200 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. 
 
Table 4−3. PNA との三重鎖の Tm 







a測定条件: [PNA] = [RNA] = 3.0 M in 10 mM sodium  
acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM 
NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. 



























Figure 4−5. PNA と末端ミスマッチ含有配列：RNA5（上向き三角）、RNA6（下向き三
角）との会合速度定数の温度依存性（アレニウスプロット） 
測定条件: [PNA] = [RNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 











反応において、結合サイトを 1箇所と仮定したフィッティング解析（one-set of site model、
Origin software）でうまく解析することができた（図 4−6）。そこから得られた結合比はおよ
そ 1.0に近い値を示したことから、今回の測定条件で三重鎖形成反応を解析できていること
が示唆された。PNA−RNA1 三重鎖形成反応の会合定数は 2.3  107 M−1と算出され、非常に
大きいことが分かった（第三章も参照のこと）。結合反応は大きな負のエンタルピー変化に
駆動されており、従来の TFO による三重鎖形成反応や既に報告されている PNA−dsRNA 三




えられる。観測されたエンタルピー変化は、同じシトシン含有量を持つ 9-mer PNA による
三重鎖反応で報告されている値よりも小さかった（H = −24.8 kcal/mol for H2N−Lys− ctctcctcc 
−CONH2 in 100 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 1.0 mM EDTA）（Gupta et 
al., 2011）。この違いは、測定溶媒条件と配列の違いに起因するものと考えられた。今回用い
た PNA はシトシン含有量が 66%であり、そのプロトン化に伴うエンタルピー変化の寄与を
除いてみると（H protonation of cytosine  −4.5 kcal/mol、H deprotonation of buffer  −0.18 kcal/mol）（Kamiya 
et al., 1998）、塩基三量体形成に伴うエンタルピー変化は平均して−3.6 kcal(mol of triplet)−1と
見積もられた。従来の TFO の三重鎖形成反応では、塩基三量体形成に伴うエンタルピー変
化は、15-mer TFO と 23-mer dsDNA に対して−4.6 kcal(mol of triplet)−1 と報告されており
（Kamiya et al., 1998）、今回得た PNA−dsRNA 三重鎖形成反応の値よりもやや負に大きい値
であった。また、van’t Hoffプロットから算出されたエンタルピー変化も比較として示すと、
15-mer TFO と 339-bp プラスミド DNA の三重鎖形成反応において、−2 kcal(mol of triplet)−1














Table 4−4. PNAと RNA1−RNA6 との三重鎖形成反応の熱力学的パラメータ 
 Kcal ( 107 M−1) Gobs
a (kcal/mol) Gobs
b




 (kcal/mol) n 
RNA1 2.3 ± 0.82 −9.94 ± 0.24  −35.5 ± 1.4  25.6 ± 1.65 1.1 
RNA2 0.89 ± 0.14 −9.46 ± 0.10 +0.48 −24.8 ± 1.38 +10.7 15.4 ± 1.48 1.4 
RNA3 0.77 ± 0.093 −9.39 ± 0.030 +0.55 −25.2 ± 2.92 +10.3 15.8 ± 2.89 1.2 
RNA4 0.69 ± 0.097 −9.33 ± 0.070 +0.61 −28.8 ± 1.95 +6.7 19.5 ± 1.90 1.1 
RNA5 2.5 ± 0.58 −10.1 ± 0.14 −0.16 −31.5 ± 0.64 +4.0 21.4 ± 0.78 1.1 
RNA6 2.6 ± 0.90 −10.1 ± 0.22 −0.16 −29.0 ± 1.47 +6.5 18.9 ± 1.47 0.95 
aGobs is calculated from Gobs = RTlnK, where R is the gas constant [cal/mol·K]. bGobs = Gobs − Gobs(RNA1). cHobs = Hobs − Hobs(RNA1). dSobs is calculated from Sobs = Hobs 
 Gobs. Errors are the standard deviation obtained from three independent experiments. 
 
Table 4−5. PNA−RNA1三重鎖形成反応の熱力学的パラメータの温度依存性 
Temperature (C) Kcal ( 107 M−1) Gobs
a (kcal/mol) Hobs (kcal/mol) −Sobs
a
 (kcal/mol) 
10 1.37  0.36 −9.25  0.15 −21.8  0.56 12.6  1.0 
15 2.54  0.63 −9.75  0.18 −26.6  0.89 16.92  1.2 
20 3.07  0.61 −9.26  0.12 −30.8  0.37 20.68  0.35 
25 2.3 ± 0.82 −9.94 ± 0.24 −35.5 ± 1.4 25.6 ± 1.65 
30 5.68  1.5 −10.7  0.15 −42.0  1.3 31.3  1.3 
37 4.6  0.99 −10.8  0.09 −48.8  0.58 37.9  0.08 
aGobs and Sobs were calculated by the equations provided in Table 4−4.
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求めた。核酸のフォールディングに伴ってCp が変化するように（Mikulecky and FeigHeat, 















                           （式 4−11） 
過去の研究から、負のCpは TFO−dsDNA 三重鎖形成反応（Kamiya et al., 1996）やタンパ
ク質−DNA相互作用（Spolar and Record, 1994）などの配列特異的な結合反応に見られる特徴
であると言える。また、今回見積もられたCpの実験値は、TFO−dsDNA反応で報告されて
いる値（−914 (cal/mo/)K−1）と非常に近かった（Kamiya et al., 1996）。一般に負の比熱容量変
化は、結合反応における疎水性相互作用、すなわち疎水的に結合した水分子が結合に伴い放




（Mikulecky and FeigHeat, 2006; Holbrook et al., 1999; Kamiya et al., 1996; Ferrari and Lohman, 
1994）。この場合非特異的な結合反応であっても、Cp は大きな負の値を示すことが報告さ
れている（Ferrari and Lohman, 1994）。 
そこで PNA 単体のコンフォメーションを調べるために、CD スペクトルの温度変化を測
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定した（図 4−8）。−5C から 85C までの CD スペクトルを測定したところ、温度を下げる
につれて 270 nm の負のピークと 250 nm の正のピークが大きくなった。これは低温である
ほど、PNA 塩基同士が効果的に分子内スタッキング相互作用していることを示唆していた。
また ITC測定温度領域（15−37C）では、温度によって CD 強度は大きく異なっていること
が分かった。このことより PNA 単体は、ITC 測定温度領域において温度依存的なコンフォ
メーションをとっていることが示唆された。PNA が結合するためには、単体でとっている
と思われる初期構造（凝集構造やスタッキング構造）を一度解消する必要があるものと予想
され、そのエンタルピー変化は正となる（H > 0、図 4−8）。一方、三重鎖形成に伴うエンタ
ルピー変化は負となる（H < 0、表 4−4 & 4−5)。二重鎖形成の熱力学を詳細に調べた既報に
よると、純粋に結合に伴う溶媒和面積の変化に伴うCpは、~ 100 (cal/mo/)K−1程度と非常に
小さい正の値であることが報告されている。TFO−dsDNA三重鎖形成反応の疎水性効果を調
べた報告でも、疎水性効果に起因するCp は~ 100 (cal/mo/)K−1程度の負の値であり、Cpの
実験値−914 (cal/mo/)K−1 を疎水性効果のみではおよそ説明できないことが報告されている
（Kamiya et al., 1996）。これらの結果からも、PNA−dsRNA 三重鎖形成反応の会合過程は、
PNAの初期構造の遷移と三重鎖形成反応がカップリングした複雑な反応系であり、そのCp
の大部分は PNA 単体の初期構造変化の寄与が大きいことが示唆された。一般に PNA は、
電荷中性で疎水性の高い骨格のために球形（globular）構造をとっていると考えられている。
PNA 単体の CD 強度が非常に小さいことからも、PNA 単体では塩基間でスタッキング相互
作用しているものの、その程度は小さいと考えられる。今回の結果は、三重鎖形成反応を詳
細に解析するために、塩基同士のスタッキング状態も含めた、PNA の初期構造を考慮する
重要性を示唆していた。PNA は DNAや RNA と比較して、非常にフレキシブルであり初期
構造がより不明瞭であると考えられる。例えば PNA 側鎖に置換基を導入することでらせん
構造へと誘起することが可能であることが知られており、PNAの初期らせん構造が PNA に
よる二重鎖形成反応に及ぼす影響はよく調べられている（Sacui et al., 2015; Dragulescu-
Andrasi et al., 2006; Püschl et al., 1998; Haaima et al., 1996; Dueholm et al., 1994）。三重鎖形成反
応においても、PNA の初期構造はエンタルピー変化に大きな影響を与えることが予想でき、
実際に私の研究室では位に置換基を導入した PNA を用いた三重鎖形成反応を調べ、確か
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(a)                   (b)                  (c) 
        
 
(d)                   (e) 
     
 
 
Figure 4−6. PNA−RNA1 三重鎖形成反応の各温度における ITC プロフィール。実線は 1:1
結合モデルに基づくフィッティング曲線。(a) 10C、(b) 15C、(c) 20C、(d) 30C、(e) 37C 
測定条件: [PNA] = 70 M, [RNA1] = 5.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. 
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Figure 4−7. PNA−RNA1 三重鎖形成反応の熱力学的パラメータの温度依存性 
Figure 4−8. −5C（赤）から 85C（青）まで変化させた時の PNA 単体の CDスペクトル
の温度依存性 
測定条件: [PNA] = 70 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM 
NaCl and 1.0 mM EDTA at −5C to 85C. 
第四章 
 
   p. 132 
 
8. ミスマッチ塩基対の熱力学的パラメータへの影響 
ミスマッチ含有配列との三重鎖形成反応の熱力学的パラメータを詳細に調べた（図 4−9 & 
表 4−4）。中央にミスマッチを有する RNA2、RNA3、RNA4に対して、Kcalは 2.6倍から 3.3
倍小さくなった。これは自由エネルギー変化に換算すると 0.48kcal/molから 0.61 kcal/molの
減少であった。ミスマッチ塩基対の中で比較すると、C+·U−A塩基三量体がもっとも不安定





kcal/molから 10.7 kcal/mol 減少した。ミスマッチに対して自由エネルギー変化よりもエンタ
ルピー変化がより顕著である傾向は、TFO−dsDNA三重鎖形成反応においても報告されてい







示した C+·U−A 塩基三量体が、他のミスマッチ塩基三量体：C+·A−U、C+·C−G よりも負に大
きなHobsを示したのは、部分的に相補的な 1 点 Hoogsteen 型水素結合を形成できるためと
推測した（図 4−10）。このために他のミスマッチ塩基対形成時よりも大きなエンタルピーを
獲得できたものと推測された。 
中央ミスマッチ塩基対の場合とは対照的に、末端ミスマッチ含有配列：RNA5と RNA 6 に
対する Kcalは中央ミスマッチほど減少しなかった。実験誤差の範囲内で、PNA−RNA1 の Kcal
とほぼ同程度の値を示した。ただし Tmは PNA−RNA5と PNA−RNA6 でそれぞれ 93C、98C
となり若干減少した。これらの違いは Kcal が主に会合過程を反映するのに対し、Tm は融解
過程の安定性を示す指標であり、両者が見ている過程が異なることに起因するものと考え
られた（第 6 章も参照のこと）。H に着目すると、ミスマッチ塩基対導入により減少した
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Figure 4−9. PNA と RNA1−RNA6 との ITC プロフィール。(a) RNA1、(b) RNA2、(c) RNA3、
(d) RNA4、(e) RNA5、(f) RNA6 
測定条件: [PNA] = 70 M, [RNA1] = 5.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. 
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Figure 4−10. 予想される部分的に相補的な C+·U−A 塩基三量体 
第四章 
 






て報告されており、未修飾の PNA から、塩基改変体やペプチド鎖を修飾した PNA まで、







改変体が会合速度定数へ与える効果を報告しているのみである（Endoh et al., 2016; Hnedzko 
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11. 実験項 
RNA：使用した RNA はすべて株式会社ジーンデザイン（HPLC 精製、純度 > 90%）に依頼合成したもの
を使用した。RNA1 は第三章の RRと同じ配列であり、その情報は第三章の実験項に示した。 
RNA1: 5’− GGA GAG GAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
RNA2: 5’− GGA GAG AAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
RNA3: 5’− GGA GAG CAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
RNA4: 5’− GGA GAG UAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
RNA5: 5’− GGA GAG GAG GUA UUU UUA CCU CCU CUC C −3’ 



































RNA1−4 の PAGE 精製 
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Takaya Sato, Yusuke Sato and Seiichi Nishizawa (2016) Triplex-Forming Peptide Nucleic Acid Probe 
Having Thiazole Orange as a Base Surrogate for Fluorescence Sensing of Double-stranded RNA. 


















tFIT プローブの結合スキームを図 5−1 に示した。擬塩基として導入した TO はプローブと
RNA 二重鎖が三重鎖を形成すると、三重鎖の中へ強制的にインターカレーションさせられ
るものと予想される。このとき、TO部位はリジッドな三重鎖構造に置かれることで自由に




（Köhler et al., 2005; Netzel et al., 1995）。 
本章では、第四章と同じ RNA1から RNA4を標的配列に設定した（図 5−2a）。そのステム
部位の 9塩基（5’ − AGA GNA GGG −3’/5’ − UCU CN’U CCC −3’; N = G, A, C, U; N’ = C, U, G, 
A）と相補的となる tFIT プローブ（H2N–Lys− tctc(TO)tccc –CONH2）を設計した（図 5−2b）。
プローブが三重鎖を形成すると、TO 擬塩基の対面には RNA1 から RNA4について、それぞ
れ G−C、A−U、C−G、U−A 塩基対が位置する。プローブ N 末端には水溶性向上、プローブ
の凝集防止、さらに分子内環化反応による塩基脱離防止を目的に、アミノ酸のリシンを導入























Figure 5−2. (a) 用いた RNA 配列。RNA1−RNA4：標的 RNA、MM1−MM3：一塩基ミス
マッチ塩基対含有配列、MM4：3 塩基対ミスマッチ含有配列。プローブ結合部位を点で、






プローブは divergent固相合成（divergent solid-phase synthesis）で合成した（Jarikote et al., 2005）。
この手法は TO 擬塩基導入部位に予め、塩基が欠損した骨格ユニット: Fmoc-aeg(alloc)-OH を
導入し、主鎖全長を伸長後、その Alloc基を外して現れる 2級アミノ基と末端カルボン酸誘
導体化した TO: TO-C1-COOH（Bethge et al., 2008; Jarikote et al., 2005）をカップリングする合
成手法である。単純に色素部位も含めて一度で主鎖全長を伸長する手法を、linear固相合成




参照のこと）。   




a) Fmoc基脱保護：20%ピペリジン DMF溶液（1−2 mL）で洗浄 → 15 分処理 → DMF洗
浄（1 mL  3）→ 15分処理 → DMF洗浄（1 mL  3） 
b) カップリング：PNAモノマー(4 equiv.) / HATU(3.9 equiv.) / DIEA(8 equiv.) / NMP(700 L)
で 40分撹拌 → NMP 洗浄（1 mL  3）→ DCM 洗浄（1 mL  3）→ DMF洗浄（1 mL  
3） 
c) キャッピング：無水酢酸: 2,6-ルチジン:DMF（5:6:89 = v:v:v、1 mL）で 5分 2 
Fmoc基の切り出し、伸長反応の完了の確認は Kaiserテストで目視確認した。 
Kaiser テスト: (a) シアン化カリウムのピリジン溶液、(b) ニンヒドリンのブタノール溶液、
(c) フェノールとブタノールの混合溶液をレジン 30−40粒に対して各 8 Lず
つ添加し、110Cで 3−5分加熱。 








色素のカップリングは、Fmoc-aeg(alloc)-OHの Alloc 基を脱保護したのち、露出した 2級
アミノ基と末端カルボン酸化した TOユニットとを縮合させることで行った。 
Alloc 基脱保護：N(Me)2·BH3 (8 equiv.) / Pd (0) cat.(1 equiv.) / DCM (1 mL)で 40 分  2 
TOカップリング：TO-C1-COOH(10 equiv.) / PyBOP (15 equiv.) / PPTS (10 equiv.) / NMM (25  
equiv.) / DMF (750 L)で約 2日間 → DMF洗浄（1 mL  3）、DCM洗浄（1  
mL  3）、DMSO洗浄（1 mL  3）、MeOH洗浄（1 mL  3）を溶液に色が 
つかなくなるまで → TO-C1-COOH (10 equiv.) / PyBOP (15 equiv.) / PPTS  
(10 equiv.) / NMM (25 equiv.) / DMF (750 L)で一晩 → DMF洗浄（1 mL   
3）、DCM 洗浄（1 mL  3）、DMSO 洗浄（1 mL  3）、MeOH 洗浄（1 mL   
3）を溶液に色がつかなくなるまで行う。 
Alloc 基の脱保護はクロラニルテストで確認した。 
クロラニルテスト：(a) クロラニルの DMF溶液および (b) アセトアル 
デヒドの DMF溶液をレジン 20−30粒に対して各 20 L添加し、室温で 
15分静置 
→ (1) レジンが青色で溶液は黄色であれば遊離 2級アミンが存在と判断;  
(2) レジンが淡い茶－無色で溶液は黄色であれば Alloc基がやや残存し 
ていると判断。 
TO-C1-COOHのカップリングは既報に基づき、TOの溶解性向上・活性エステル生成のた
め PPTS（パラトルエンスルホン酸ピリジニウム）を等量加えた（Jarikote et al., 2005; Ficht et 
al., 2004）。また、既報と同様の条件で行うと、目的物の生成は確認されるものの、副生成物
が主に生成してしまうことが分かった。これは活性化剤の PyBOP を過剰量加え、かつカッ






（TFA:TIS:H2O = 9.5:0.25:0.25 (v:v:v)、2 mL）を加え室温中 3時間撹拌した。切断溶液をろ























Scheme 5−2. TO-C1-COOH の合成スキーム 

























Figure 5−3. プローブの UV−visスペクトル 
測定条件: [tFIT probe] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 








測定は 100 mMの NaClと 1.0 mMの EDTA を含む 10 mM酢酸緩衝液中（pH 5.5）で行った。
3.0 Mのプローブと RNA1 の混合溶液を 10C から 110C まで上昇させたときの 275 nmの
吸光度を追跡すると、80C 付近に弱くブロードな遷移 1（図 5−4 a、赤、融解温度 Tm1 = 80C、
表 5−1）とより高温側に急激な遷移 2（図 5−4 a、赤、Tm2 = 97C）が観測された。RNA1の
みを測定したところ、遷移 2のみが観測されたことから（図 5−4 a、黒、Tm2 = 97C）、この
遷移は RNA 二重鎖の融解に起因すると考えられた。一方、80Cの Tm1は、pH 6.3では 47C
に低下し（図 5−4 a、緑）、pH 7.0 では室温付近にブロードな遷移が見られるのみであった
（図 5−4 a、青）。一方で遷移 2は pH に依らずほぼ一定の値を示した。こうした pH 依存性
から遷移 1は、三重鎖の解消［プローブ−RNA1 → プローブ＋RNA1］に起因することが示
唆された。pH 5.5から pH 6.3でも安定な三重鎖を形成していることから、TOを修飾してい
ない PNAと同様（第三章を参照のこと）、プローブ−dsRNA三重鎖構造においても、PNA シ
トシン塩基の N3 位の見かけの pKa は大幅に上昇していることが示唆された（Leitner et al., 
2000; D’Souza and Kool, 1994）。また、同様の実験において 300 nmの吸光度変化を追跡する
と、275 nm で見られた遷移 1 に対応する淡色効果が観測された（図 5−4b）。これは三重鎖
形成時にプロトン化したシトシンが、三重鎖解消に伴い脱プロトン化することに起因する
と考えられた（Sun et al., 2004）。pH 6.3でも同様の淡色効果が観測されたが、pH 7.0や RNA1
だけでは 300 nm の吸光度変化は見られなかった。これらの結果から、プローブは pH 酸性
条件下において RNA1 と熱的に安定な三重鎖を形成することが示唆された。この時 TO 由
来の 500 nmの吸光度変化を追跡すると、275 nmならびに 300 nmで観測された遷移 1によ
く対応した吸光度変化を示した（図 5−4c）。このことから、プローブの TO 部位は PNA 塩
基と協同的に結合していることが示唆された。 
次に、プローブとミスマッチ含有配列（MM1−MM4）との三重鎖形成反応を調べた。各配









に、プローブはミスマッチ塩基対を 1 つ含む配列：MM1−MM3 とは、三重鎖を形成するも
のの、その Tmは 26Cから 44C も減少した（図 5−5 a−e）。特に隣接ミスマッチ塩基対を有
する配列MM1 との融解温度が最も減少した（図 5−5 a−c、Tm = −26 ~ −36C）。これらの結
果から、プローブによる三重鎖形成反応は、一塩基対レベルの高い配列選択性を有している
ことが明らかとなった。なお、一塩基ミスマッチ塩基対の識別能は、10塩基長の PNA に対
して、一本鎖 RNA との二重鎖形成反応では Tmが 11Cから 18C減少、一本鎖 DNAとの二
重鎖形成反応では Tmが 10Cから 19C減少することが報告されている（Dragulescu-Andrasi 















Table 5−1. プローブと各 RNA二重鎖との三重鎖の Tm (1C)a 
RNA RNA1 MM1(AU) MM1(CG) MM1(UA) MM2 MM3 MM4 
Tm 80 44 [−36]
b 54 [−26]b 44 [−36]b 35 [−44]b 43 [−37]b NDc 
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Figure 5−4. プローブ−RNA1 三重鎖の融解温度曲線。測定波長：(a) 275 nm；(b) 300 
nm；(c) 500 nm。赤：pH 5.5、緑：pH 6.0、青：pH 7.0、黒：RNA非存在下で pH 5.5 
測定条件: [tFIT probe] = [RNA1] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
or 10 mM sodium phosphate buffer solutions (pH 6.0 or pH 7.0) containing 100 mM NaCl and 
1.0 mM EDTA. Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2016, 138, 9337−9400. 
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Figure 5−5. プローブとミスマッチ塩基対含有配列との融解温度曲線。(a) MM1(AU)、(b) 
MM1(CG)、(c) MM1(UA)、(d) MM2、(e) MM3、(f) MM4 
測定条件: [tFIT probe] = [dsRNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA. Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 







単体の CDスペクトルは、260 nmに正のピーク、210 nmに大きな負のピークを持った A 型
構造に特徴的な CDスペクトルを示した（図 5−6a、黒）（Berova et al., 2000）。ここへプロー
ブを添加すると、260 nmのピークは 273 nmへレッドシフトし、同時に 210 nmのピークが
より負に大きくなった（図 5−6a、赤）。核酸塩基に由来する 260 nm のレッドシフトは、プ
ローブのプロトン化したシトシンの寄与を反映していると考えられた。また 209 nmの負の
ピーク強度がより大きくなったのは、プローブが三重鎖を形成したことで右巻きらせん構
造をとったことによる、骨格のアミド結合の n → *遷移が大きく寄与しているものと考え
られた（Dragulescu-Andrasi et al., 2006; Nielsen and Schellman, 1967）。プローブ−RNA三重鎖
の CD スペクトルは、全体としては A 型構造の特徴を示しているが、元の RNA1 の CD ス
ペクトルとも異なっていることから、多少異なるらせん構造を形成していることが示唆さ
れた。観測された CD スペクトル変化は、PNA−dsRNA三重鎖形成で既に報告された変化と
類似していた（Li et al., 2010）。観測された CD スペクトル変化は、プローブ：RNAが 1:1の
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Figure 5−6. (a) プローブ−RNA1 三重鎖（赤）および RNA1 単体（黒）の CD スペクト
ル。(b) 様々な濃度比：[Probe]/[RNA1] における CD 強度の変化 
測定条件: (a) [tFIT probe] = [RNA1] = 1.0 M, (b) [tFIT probe] = 1.0 M, [RNA1] = 0.0−2.0 
M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM 
EDTA at 25C. Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2016, 138, 9337−9400. 






続いて、プローブ TO 部位の蛍光応答を調べた。プローブ単体（50 nM）では TO 部位はほ
ぼ蛍光を示さなかった（図 5−7a、黒）。これは TOが励起状態で、キノリン環とベンゾチア
ゾール環がメチンリンカーを介してねじれた構造をとることで、励起エネルギーが無輻射
失活したためと考えられた（Silva et al., 2007; Karunakaran et al., 2006）。ここへ等量の RNA1
を添加すると、pH 5.5 において 120倍もの蛍光強度増大を伴う明瞭な light-up 応答を示した
（図 5−7a、赤）。一方、この応答は pH 7.0 ではほとんど観測されなかった（図 5−7a、青）。
この蛍光応答は RNA1濃度に依存的であったことと（図 5−7b）、蛍光応答の pH依存性から、
TO部位の蛍光応答はプローブの三重鎖形成に伴うものであることが示唆された。プローブ






た。さらに同時に TO部位は誘起 CD（ICD）スペクトルを示した（図 5−8b）。TO はアキラ
ルな分子であることから、それ単体では ICD スペクトルを示さない（図 5−8b、黒）。一方
RNA1を添加するとプローブの TO 部位に、負の小さな ICD が観測された （図 5−8 B、赤）。
このことはキラルなプローブ−RNA1 三重鎖構造の内部に TO が位置していることを示唆し
ており、ICD 強度が小さいことからインターカレーションのような結合様式をとっている
と示唆された（Berova et al., 2000）。 
これらの情報を基に TO部位の結合様式を、分子モデリングを用いて検討した。図 5−9に
プローブ−RNA1 三重鎖構造の TO 部位のモデリング結果を示す。形成した三重鎖の内部に
TOが位置し、上下の塩基対とスタッキング相互作用している構造が安定な構造として得ら
れた。この相互作用が TO 部位の自由回転を阻害し、その結果三重鎖結合に伴い TO 部位の
蛍光応答が観測したものと考えられた。ここで TOは Hoogsteen塩基対とおおよそ同じ大き
さであることから、図 5−9のように TO 部位が三重鎖構造の内部に位置するためには、対面
の G−C 塩基対は一部フリップアウト、あるいは局所的なバルジ構造を形成しなければなら





形成する際にも同様の現象が起こるものと考察されている（Jarikote et al., 2007）。 
蛍光応答の濃度依存性からプローブの解離定数 Kdを算出した。図 5−7b で示した蛍光応
答の濃度依存性に対し、1:1結合モデルに基づくフィッティング解析を行なったところ、23 
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Figure 5−7. (a) 50 nMプローブの蛍光スペクトル。赤：プローブ−RNA1、pH 5.5；青、
プローブ−RNA1、pH 7.0；黒、プローブ単体、pH 5.5。(b) 蛍光滴定。実線は 1:1 結合
モデルに基づくフィッティング曲線 
測定条件: (a) [tFIT probe] = [RNA1] = 50 nM, (b) [tFIT probe] = 50 nM, [RNA1] = 0−200 nM 
in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA 
at 25C. Ex: 514 nm. Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2016, 138, 9337−9400. 
Copyright © 2016 American Chemical Society. 
Figure 5−8. (a) プローブ TO 部位の吸収スペクトル。(b) プローブの ICD スペクトル。
赤：プローブ−RNA1；黒、プローブ単体 
測定条件: (a) [tFIT probe] = [RNA1] = 1.0 M, (b) [tFIT probe] = [RNA1] = 50 M in 10 mM 
sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. 
Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2016, 138, 9337−9400. Copyright © 2016 
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Figure 5−9. プローブ−RNA1 三重鎖構造の分子モデリングから得られた、予想される
TO部位の結合様式。(a) プローブの C末端側からの視点。(b) 横からの視点。緑：TO；
オレンジ、PNA；灰色、RNA；水色、TO部位の対面 G−C 塩基対。（MacroModel、version 
10.4、Schrödinger、LLC、NY）。今回のモデリング計算は対面の G−C塩基対はフリップ
アウトしている結合様式で行った。Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2016, 











ティング解析から二次会合速度定数：konを求めたところ、3.8  105 M−1s−1と見積もられた
（図 5−10a）。従来の DNA 骨格を持つ TFO の会合速度定数は第四章で示したように、エン
ドヌクレアーゼ阻害アッセイ（Maher et al., 1990）、UV ヒステリシス測定（Rougée et al., 1992）、
フィルター結合アッセイ（Shindo et al., 1993）、UV測定（Xodo, 1995）、FRET 測定（Yang et 
al., 1994）、SPR 測定（Torigoe et al., 2001; Cuenoud et al., 1998）等の手法を用いて解析されて
きた。手法や溶液条件は様々であるが、表 5−2 にまとめたようにそれを考慮しても報告さ
れている値よりも、tFIT プローブの会合速度定数は少なくとも 2桁大きいことが分かった。




れている。TFO−TO コンジュゲートでは混合後約 8 時間（Ikeda et al., 2013）、TFO−ルテニ















3.2  105 M−1s−1と算出された（図 5−10c）。この値は 260 nmで追跡した時に得られた値とほ
ぼ同程度であった。また、TO 由来の吸収をモニタリングした場合の三重鎖の融解温度挙動
は、275 nm および 300 nm でモニタリングした時と同様であった（図 5−4）。これらのこと
から、tFIT プローブはシグナリング部位である TO 部位が三重鎖形成 PNA の一部になって
いることで、TO部位の蛍光応答は三重鎖形成を確実に反映し、かつその速い会合挙動でも
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Table 5−2. 各プローブと従来の TFO の二次会合速度定数比較 
 kon ( 105 M−1s−1) at 260 nm kon ( 105 M−1s−1) at 500 nm 
プローブ 3.8a 3.2a 
コントロール PNA 2.0a ----- 
従来の TFOb  0.01b ----- 















































































Figure 5−10. 三重鎖形成反応のストップトフロー解析。(a) プローブ−RNA1。 (b) コン
トロール PNA−RNA1。260 nm の吸光度変化を追跡。(c) プローブ−RNA1。500 nm の
蛍光変化を追跡。赤、青、緑は実測値。黒の実線は 1:1 結合反応を仮定したフィッティ
ング曲線 
測定条件: (A) [tFIT probe] = [RNA1] = 1.0 M, (B) [control PNA] = [RNA1] = 1.0 M, (C) 
[tFIT probe] = [RNA1] = 250 nM in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 
100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 





6. TO 擬塩基の機能評価 
プローブ TO部位の対面塩基が異なる配列：RNA2、RNA3、RNA4 との相互作用を解析した。
図 5−11a に示すように、プローブは RNA2、RNA3、RNA4 に対しても、RNA1 同様に明瞭
な light-up応答を示した。このことから TO部位は対面塩基対に依らず結合し、light-up応答
を示すことが示された。一方その蛍光強度は対面塩基対に大きく依存していた。これは、主
に TO の蛍光量子収率に違いがあるためだと考えられた（第六章も参照のこと）。各 RNA に
対する解離定数を蛍光滴定実験より算出したところ、RNA2 から RNA4に対して 13−20 nM
のほぼ同程度の値をとることが分かった（表 5−3）。これらの結果から、プローブ TO 部位






は 102C であるが、中央の PNA シトシン塩基とミスマッチとなる塩基対を持つ RNA2、
RNA3、RNA4 との Tmはそれぞれ 76C、80C、68C と求まり、フルマッチの RNA1と比較
して 22C以上減少した（図 5−12 & 表 5−4、第四章も参照のこと）。これに対し、RNA2か
ら RNA4とプローブの三重鎖の Tmは 90C と同じで、かつコントロール PNA よりも高い Tm
を示した（図 5−12 & 表 5−4）。なお RNA1 との Tmがコントロール PNA とのものよりも大
幅に減少しているのは、本来のピリミジン塩基と比較して TO が立体的に嵩高いこと（図
5−9 参照）、ならびに本来 PNA 塩基と RNA 塩基間で形成されるはずであった Hoogsteen 型
の水素結合が失われたためと考察した。この結果は TO 擬塩基を入れることでピリミジン−
プリン塩基対が含まれる配列も標的にできることを示唆しており、標的配列を拡大するア
プローチとして TO 擬塩基を活用できることを示していた。 
二重鎖内で機能するユニバーサル塩基は数多く報告されているが（Liang et al., 2013; 
Loakes, 2001）、三重鎖内で機能するユニバーサル塩基の報告例は少ない。DNA 二重鎖を狙
った TFO で機能するユニバーサル塩基としては、 4-(3-n-butylureidophenyl)imidazole
（Wanchowius et al., 2008）、(+)-(R)-3-(4-nitro-1H-imidazol-1-yl)propane-1,2-diol（Walczak et al., 





et al., 1997）、azole類縁体（Durland et al., 1995）などが報告されている。FIT プローブでは
TO だけではなく、その類縁体もユニバーサル塩基として機能することが報告されている 
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Table 5−3. プローブと RNA1−RNA4の解離定数(nM)a 
RNA RNA1 RNA2 RNA3 RNA4 



























































Figure 5−11. (a) RNA1−RNA4存在下におけるプローブの蛍光スペクトル。赤：RNA1；
青、RNA2；緑、RNA3；黒、RNA4。(b) 蛍光滴定。点線は 1:1 結合モデルに基づくフ
ィッティング曲線 
測定条件: (a) [tFIT probe] = [dsRNA] = 50 nM, (b) [tFIT probe] = 50 nM, [dsRNA] = 0−200 
nM in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM 
EDTA at 25C. Ex: 514 nm. Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2016, 138, 
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Table 5−4. プローブおよびコントロール PNA と RNA1−RNA4の融解温度 (C)a 
 RNA1 RNA2 RNA3 RNA4 
プローブ 80 90 90 90 









































































Figure 5−12. RNA1−RNA4との融解温度曲線。(a) プローブ。(b) コントロール PNA。
赤：RNA1；青、RNA2；緑、RNA3；黒、RNA4 
測定条件: [tFIT probe] = [dsRNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 
5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA. Adapted with permission from J. Am. 









（表 5−1）。さらにミスマッチ塩基を 1つ含む配列 （MM1−MM3）に対しても蛍光応答は大
きく減少した。測定条件においてはすべての三重鎖は室温で形成されていると考えられる
ことから、蛍光応答の減少は、PNA 塩基と RNA 塩基間のミスマッチ塩基対が存在すること
で、局所的に TO擬塩基が回転しやすい状態になったためであると推測した。実際、蛍光強
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Figure 5−13. ミスマッチ塩基対含有配列に対する蛍光応答。(a) 25C、(b) 60C 
測定条件: (A) [tFIT probe] = [dsRNA] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 
5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C or 60C. Ex: 514 nm. エラーバーは
三回測定の標準偏差を示す。Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2016, 138, 





8. RNA二重鎖 vs. DNA 二重鎖選択性の評価 
最後にプローブと RNA1 と同じ配列を有する DNA 二重鎖との相互作用を解析した。DNA
二重鎖配列は第三章の DD と同じである。プローブは RNA 二重鎖に対し DNA 二重鎖より
も 5倍程度大きな蛍光応答を示した（図 5−14a）。これはおそらく DNA 二重鎖結合時に TO
の蛍光量子収率が小さいこと、また結合が弱いためと考えられた。tFIT プローブが、三重鎖
形成 PNA 骨格が有する RNA 二重鎖に対する結合選択性（第三章を参照のこと）を維持し
ていることを確認するため、DNA 二重鎖に対する結合親和性を蛍光滴定実験より算出した
ところ（図 5−14b）、解離定数は 870 nMと求まり、RNA1 よりも 37倍も大きくなっていた。
融解温度測定から Tmを求めると、33C と求まり RNA1 との Tmよりも 47C も低くなるこ
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Figure 5−14. (a) プローブの RNA二重鎖またはDNA二重鎖存在下での蛍光スペクトル。
赤：RNA二重鎖；黒、DNA 二重鎖。(b) 蛍光滴定。各 DNA二重鎖濃度におけるプロー
ブの蛍光強度と 1:1結合に基づくフィッティング曲線 
測定条件: (A) [tFIT probe] = [dsDNA] = 1.0 M, (B) [tFIT probe] = 200 nM, [dsRNA] = 0−800 
nM in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM 
EDTA at 25C. Ex: 514 nm. Adapted with permission from J. Am. Chem. Soc., 2016, 138, 






蛍光性の RNA 結合プローブは細胞内の RNA を検出・イメージングへと用いることのでき
る強力な分子ツールである。従来は RNAの標的配列を読み取る核酸ベースの分子とタンパ














実際、9塩基長の tFIT プローブは標的 RNA二重鎖と融解温度が 80C、解離定数が 23 nM
の安定な三重鎖を形成することが分かった。これは RNA 結合分子の中でも強い結合に相当
する。さらに速い会合速度のために標的配列をリアルタイムに検出できることも分かった。













かった。高い配列選択性に加え、同じ配列の DNA 二重鎖よりも RNA 二重鎖に強く結合す
る結合能も保持されていた（第三章も参照のこと）。こうした結合特性は三重鎖形成 PNA骨
格を活用したからこそのものであり、従来の TFO では獲得できないものである。tFIT プロ




異的な配列を選択し狙いうる。こうした点は、tFIT プローブが標的 RNA 分子のある特定の
小さな二重鎖構造をもピンポイントで狙いうる可能性を示唆している。 
 
Table. tFIT プローブと従来の RNA結合プローブとの比較 
tFITプローブ  従来のプローブ 
二重鎖 標的 一本鎖 
> 6塩基* 標的の長さ > 18塩基 
~ nM 解離定数 ~ nM 
*本章では 9塩基長の tFITプローブであったが、第七章で 6塩基長の 
tFITプローブも強く RNA二重鎖へ結合できることを示した。 
 
 tFIT プローブは、シアニン色素を擬塩基の蛍光団として導入した FIT プローブを応用し
た点において、FIT プローブの分子設計を三重鎖形成に拡張したものであるが、三重鎖形成
反応を蛍光プローブの分子設計に拡張した点も重要である。従来の TFO をベースとしたプ
ローブは DNA 二重鎖を標的として、いくつか報告されている（Ikeda et al., 2013; Grimm et 
al., 2002; Robles and McLaughlin, 1997）。しかしいずれも TFO 部位の結合が律速になるため、
必ずしも蛍光団からの応答がプローブの結合反応を反映しているわけではなかった。もち
ろん三重鎖形成反応は、例えば FISH（fluorescence in situ hybridization）法に用いられ、DNA
二重鎖の可視化に利用できることが示されるなど、核酸検出分野で利用されてきた例もあ









検出に応用できることを示した初めての結果である。したがって PNA を用いることで RNA
検出・イメージングという新しい応用分野へと三重鎖形成反応を拡張できたと言える。これ
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RNA：使用した RNA はすべて株式会社ジーンデザイン（HPLC 精製、純度 > 90%）に依頼合成したもの
を使用した。合成の段階で必ず 2本以上に分注してもらった。 
RNA1: 5’− GGA GAG GAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’（第三章に示した） 
RNA2: 5’− GGA GAG AAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’（第四章に示した） 
RNA3: 5’− GGA GAG CAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’（第四章に示した） 
RNA4: 5’− GGA GAG UAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’（第四章に示した） 
MM1(AU): 5’− GGA GAA GAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
MM1(CG): 5’− GGA GAC GAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
MM1(UA): 5’− GGA GAU GAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
MM2: 5’− GGA GUG GAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
MM3: 5’− GGA UAG GAG GGA UUU UUC CCU CCU CUC C −3’ 
MM4: 5’− GGA UUG GAU GGA UUU UUC CAU CCA AUC C −3’ 

























































エチレンジアミン（E0077、無水、純度 > 98%、CAS: 107−15−3、MW = 60.10、東京化成工業株式会社） 
ブロモ酢酸 tert-ブチル（B1473、純度 > 98%、CAS: 5292−43−3、MW = 195.06、東京化成工業株式会社） 
Fmoc-OSu：N-(9-fluorenylmethoxycarbonyloxy) succinimide（A00002、純度 > 98%、CAS: 82911−69−1、MW = 
337.34、渡辺化学工業株式会社、広島） 
ジイソプロピルエチルアミン（D1599、純度 > 99%、CAS: 7087−68−5、MW = 129.25、東京化成工業株式会
社） 
クロロギ酸アリル（A1268、純度 > 98%、CAS: 2937−50−0、MW = 120.53、東京化成工業株式会社） 
硫酸ナトリウム（199−12237、無水、試薬特級、純度 > 99%、CAS: 7757−82−6、MW = 142.04、和光純薬工
業株式会社） 
塩酸（080−01067、試薬特級、35−37% (mass/mass)、CAS: 7647−01−0、MW = 36.46、和光純薬工業株式会社） 





N-Aeg-tBu·HCl (1): To a vigorously stirred solution of ethylenediamine (30 mL, 0.45 mol) in CH2Cl2 (200 mL) at 0C 
was added tert-butyl bromoacetate (4.5 mL, 0.25 mol) in CH2Cl2 (40 mL) over 0.5 h. The resulting mixture was allowed 
to warm slowly to room temperature, and then stirred overnight. The reaction mixture was washed with water (3  50 
mL), and the combined aqueous wash was once back-extracted with 50 mL CH2Cl2. The combined organics were dried 
with Na2SO4 and filtered. This solution was used directly in the next step. (85%) 










Fmoc-Aeg-tBu·HCl (2): To a solution of 1 (2.6 g, 14.9 mmol) in CH2Cl2 (100 mL) was added diisopropylethylamine 
(2.5 mL, 14.3 mmol) with mechanical stirring. A solution of N-(9-fluorenylmethoxycarbonyloxy)succinimide (4.9 g, 
14.5 mmol) in CH2Cl2 (30 mL) was added dropwise over 0.5 h. The resulting solution was stirred overnight and then 
washed with 1 N aq. HCl (5  80 mL), and brine (80 mL). The organic layer was dried with Na2SO4 and partially 
concentrated in vacuo. Cooling (−20C) overnight resulted in a precipitate which was collected by filtration and washed 
with CH2Cl2 until the filtrate was colorless. The solids were dried in vacuo to give the HCl salt of 2 as a white solid. 
An analytically pure sample was obtained by dissolution in a minimum of warm acetone, precipitation with hexane and 
drying in vacuo to give 2·HCl as an amorphous white solid. (80 %) 
1H NMR (400 Hz, DMSO-d6):  (ppm) = 8.98 (s, 2H), 7.89 (d, 2H, J = 7.3 Hz), 7.67 (d, 2H, J = 7.3 Hz), 7.45 (t, 1H, J 
= 6.6 Hz), 7.41 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 4.35 (d, 2H, J = 6.4 Hz), 4.22 (t, 1H, J = 6.4 Hz), 3.88 (s, 2H), 3.27 (t, 2H, J = 6.2 
Hz), 2.97 (t, 2H, J = 6.2 Hz), 1.45 (s, 9H) 
 









Fmoc-Aeg(Aloc)-OH (3): 2 (2.07, 5.2 mmol) and allyl chloroformate (800 μL, 9.4 mmol) were dissolved in dry CH2Cl2 
(20 mL). The reaction mixture was kept under nitrogen. To this mixture diisopropylethylamine (160 μL, 9.6 mmol) was 
added in portion within 1 h. After stirring for an additional hour, the reaction mixture was washed with 0.1 M HCl (3 
 80 mL) and brine (1  80 mL). The organic layer was dried with Na2SO4 before the solvent was removed in vacuo.  
The yellowish residue was dissolved in a mixture of CH2Cl2 (10 mL) and TFA (10 mL). After 30 min of stirring, the 
volatiles were removed under reduced pressure and the residue was coevaporated with toluene (3  20 mL). The residue 
was dissolved in ethyl acetate (20 mL) and cyclohexane (150 mL) was added. The precipitate was collected by filtration 
and washed with cyclohexane to yield a white powder 4. (86 %) 
1H NMR (400 Hz, DMSO-d6) :  (ppm) = 7.88 (d, 2H, J = 7.3), 7.66 (d, 2H, J = 7.3 Hz), 7.40 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 7.32 
(t, 2H, J = 7.3 Hz), 5.84 (m, 1H), 5.24 (t, 1H, J = 17.6 Hz), 5.13 (t, 1H, J = 9.6 Hz), 4.47 (m, 2H), 4.27 (d, 2H, J = 6.4 
Hz), 3.90 (d, 2H, J = 12.8 Hz), 3.14 (m, 2H) 
13C NMR (400 Hz, DMSO-d6) :  (ppm) = 171.2, 156.2, 143.9, 140.7, 133.1, 127.6, 125.2, 120.1, 116.7, 65.4, 47.7, 
46.7 
HR-MS (ESI+) : m/z calcd. for [C23H24N2O6 + Na]+ 447.44; found 447.153 [M + Na]+, 871.316 [2M + Na]+ 









4 の 1H NMRスペクトル 








色素部位: TO-C1-COOH の合成に用いた試薬は以下の通りである。 
4-メチルキノリン（138−02992、和光一級、純度 > 97%、CAS: 491−35−0、MW = 143.19、和光純薬工業株式
会社） 
ブロモ酢酸（028−15052、和光一級、純度 > 98%、CAS: 79−08−3、MW = 138.95、和光純薬工業株式会社） 
トリエチルアミン（202−02646、試薬特級、純度 > 99%、CAS: 121−44−8、MW = 101.19、和光純薬工業株式
会社） 
酢酸エチル（059−00357、試薬特級、純度 > 99.5%、CAS: 141−78−6、MW = 88.11、和光純薬工業株式会社） 
3-メチル-2,3-ジヒドロベンゾチアゾール-2-チオン（M30000、純度 > 99%、CAS: 2254−94−6、MW = 181.28、
Sigma−Aldrich） 
ヨウ化メチル（133−02665、試薬特級、純度 > 99.5%、CAS: 74−88−4、MW = 141.94、和光純薬工業株式会
社） 
エタノール（056−00487、和光一級、純度 > 95%、CAS: 64−17−5、MW = 46.07、和光純薬工業株式会社） 









Thia-N+ (5): 3-Methylbenzothiazole-2-thione (3.11 g, 17 mmol) and iodomethane (12.7 g, 90 mmol) were combined 
and heated to 45C for 4 h. The resulting solid was then dissolved in MeOH (100 mL) and Et2O (200 mL) was added. 
The solid was collected by filtration and washed with Et2O (3  5 mL) to afford 5 as a white solid (quant.) 
1H NMR (400 Hz, DMSO-d6) :  (ppm) = 8.38 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 8.19 (d, 1H, J = 8.7 Hz), 7.84 (dd, 1H, J = 16.9, 8.5 











Qui-C1-COOH (6): A solution of 4-methyl quinoline (3.48 g, 24 mmol) and bromoacetic acid (2.98g, 21 mmol) in 10 
mL ethyl acetate was stirred for 3 days at room temperature. The resulting precipitate was collected by ﬁltration and 
dried under reduced pressure to yield 6 as an oﬀ-white solid. 










TO-C1-COOH (7): To a solution of 6 (3.42 g, ~12 mmol) and 5 (3.38 g, 17 mol) in 180 mL CH2Cl2 was added 
triethylamine (3.38g, 33 mol), which caused immediate change of color to red. The mixture was stirred under exclusion 
of light at room temperature for 23 h. To the mixture was added Et2O (50 mL) and the solid was collected by filtration 
and washed with Et2O (3  5 mL). The crude solid was suspended in a 1:2 (v/v) mixture of EtOH:Et2O (120 mL) and 
stirred for 1 h. The solid was collected by filtration and washed with Et2O (3  15 mL). The crude solid was then 
suspended in 1:2 (v/v) mixture of Me2CO:Et2O (120 mL) and stirred for 1 h and the solid was collected by filtration 
and washed with Et2O (3  15 mL) to afford 6 as a red solid (~ 50%). 
1H NMR (400 Hz, DMSO-d6) :  (ppm) = 8.75 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 8.55 (d, 1H, J = 7.3 Hz), 8.00 (d, 1H, J = 6.9 Hz), 
7.93 (t, 1H, J = 8.0 Hz), 7.85 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.72 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 7.57 (t, 1H, J = 7.9 Hz), 7.39 (m, 2H), 6.90 
(s, 1H), 4.84 (s, 2H), 3.98 (s, 3H) 
MS (ESI+, MeOH:H2O:TFA = 8.5:1.0:0.5) : m/z calcd. for [C20H17N2O2S]+ 349.101; found 349.062 [M]+ 
 
 







NovaSyn TGR resin（0.20 mmol/g、855009、Merck Millipore、Guyancourt、France） 
Fmoc-PNA-T-OH (5004027、純度 > 95%、MW = 506.51、ASM Research Chemicals、Hannover、Germany) 
Fmoc-PNA-C(Bhoc)-OH（5004028、純度 > 95%、MW = 701.72、ASM Research Chemicals） 
Fmoc-Lys(Aloc)-OH（47624、純度 > 98%、CAS: 71989−26−9、MW = 452.4、Sigma−Aldrich） 
ピペリジン（161−18811、ペプチド合成用、CAS: 110−89−4、純度  99% MW = 85.15、和光純薬工業株式会
社） 
DMF：ジメチルホルムアミド（047−25453、ペプチド合成用、CAS: 68−12−2、純度  99%、 MW = 73.09、
和光純薬工業株式会社） 
NMP：N-メチル-2-ピロリドン（138−12103、ペプチド合成用、CAS：872−50−4、純度  99%, MW = 99.13、
和光純薬工業株式会社） 
ジメチルアミンボラン（D1842、CAS: 74−94−2、純度  95%、MW = 58.92、東京化成工業株式会社）  
Pd(PPh3)4：Tetrakis(triphenyl phosphine)palladium(0)（T1350、純度  97%、CAS: 14221−01−3、 MW = 1155.58、
東京化成工業株式会社） 
トリフルオロ酢酸（205−14101 & 206−10731、ペプチド合成用 & 高速液体クロマトグラフ用、純度 > 99.0% 
& > 99.8%、MW = 114.02、和光純薬工業株式会社） 
トリイソプロピルシラン（325−58812、純度 > 97%、CAS: 6485−79−6、MW = 158.36、和光純薬工業株式会
社） 
ニンヒドリン（141−09622、試薬特級、純度 > 98%、CAS: 485−47−2、MW = 178.14、和光純薬工業株式会






アセトニトリル（015−08633、高速液体クロマトグラフ用、CAS: 75−05−8、MW = 41.05、和光純薬工業株式
会社） 
ジクロロメタン（131−02448、試薬特級、純度 > 99.5%、CAS: 75−09−2、MW = 84.93、和光純薬工業株式会
社） 
メタノール（139−01827、試薬特級、純度 > 99.8%、CAS: 67−56−1、MW = 32.04、和光純薬工業株式会社） 





























































































































































































































































































逆相 HPLC 精製：高速液体クロマトグラフィーによるプローブ／コントロール PNA の精製は、ポンプ：
PU 2086 Plus、ミキサ ：ーMX 2080−32、カラムオーブン：CO−1565、UV-検出器：UV−2070 Plus & UV−1570M、
フラクションコレクタ：SF−212N、インターフェース：LC−Net II/ADC（日本分光株式会社）から構成され




を必要量ビーカーへ入れ、どちらも 1 分間超音波処理をした。その後 15−30 分の脱気操作を行った（攪拌
した状態でアスピレータ減圧）。気泡が出なくなったことを確認した後、0.05%となるように HPLC 用 TFA
を添加し、超音波にかけて 1分間撹拌した。こうして得た 0.05% TFA含有脱気済み溶媒は準備後 10分以内
に使用した。インジェクトループは最大容量 1000 Lのものを使用し、分取目的の分離では 500 L導入し
た。カラム温度は、PNAの構造化の影響を防ぐため 60°Cに設定した。フラクションコレクタは 1本 / 分
の時間分画モードに設定した。グラジエント条件は下記の通りである。 
プローブ: アセトニトリルを 50分間で 0%から 50%となるように変化させた。（保持時間: 28.7分） 
コントロール PNA: アセトニトリルを 40分間で 0%から 40%となるように変化させた。（保持時間: 18.3分） 
 
質量分析：単離精製したプローブ／コントロール PNAは MALDI-TOF-MS（ABSciex、Foster City、CA）で
確認した。マトリックスには-CHCA 飽和水溶液を使用した。全ての化合物は HPLC 精製後の溶液をその




Table S5-1. プローブとコントロール PNA の質量の理論値と実験値 
 分子式 理論質量（[M]+） 実験値 
プローブ C113H145N44O30S 2630.21 2630.12（[M]+） 
コントロール
PNA 
C99H135N45O31 2450.04 2451.54（[M+H]+） 
2473.54（[M+Na]+） 
 













































































































山）中に真空乾燥した状態にした。ここへ Milli-Qを 100 L程度加えこれを母液とした。ここから 2.5−5 L





8800 M−1cm−1、チミン塩基が 7300 M−1cm−1、TO が 9400 M−1cm−1（Jarikote et al., 2005）として計算した。 
プローブ: H2N-Lys-tctc(TO)tccc-CONH2、260 = 75300 M−1cm−1 

























































を行った。石英セルはサンプル量とその吸光度に応じて、1 mm  10 mm（光路長: 1 mm）または 2 mm  10 
mm（光路長: 10 mm）のものを使用した。測定条件は以下の通りである。 








ルエース、CCA−1110、東京理化器械株式会社）が付属してある。測定には 3 mm  3 mmの石英セルを用い
た。測定条件は以下の通りである。 
励起側バンド幅: 3 nm、蛍光側バンド幅: 3 nm、レスポンス: 0.5 s、感度: medium、データ取り込み間隔: 0.5 







[P]: プローブ濃度、[R]: RNA 濃度、[PR]: 三重鎖濃度としたとき、物質収支は、 
Cp = [P] + [PR] 
CR = [R] + [PR] 















ここでを変換定数とし、 = F /Mと定義する。蛍光性の化学種は P ならびに PRであるので、全蛍光強
度 Fは、 






𝐹PR:プローブ− RNA 三重鎖由来の蛍光強度 
プローブ単体の蛍光強度はほぼ 0であるため、𝐹P  0と近似することができ、 
F = 𝐹PR =   [PR] 






蛍光強度 Fを y軸に、CPは固定、CRを x軸にとり、K11を変数として解析することで K11を見積もることが
可能となる。解離定数 Kdは 1/K11である。  
 
蛍光量子収率測定：蛍光量子収率は 0.1 Mの NaOH水溶液中のフルオレセインジアニオン（485nm = 0.93）
に対する相対蛍光量子収率として求めた。フルオレセインの 485 nmにおけるモル吸光係数は下記のスペク
トルのように実験的に 78200 M−1cm−1 と決定した。プローブの蛍光スペクトルをフルオレセインと同じ条
件で測定し、495 nm から 750 nm の蛍光スペクトル面積を算出し、それらの値を以下の式へあてはめるこ
とでプローブの相対蛍光量子収率を見積もった。 



















514 nmにし、ロングパスフィルタ（525 nm、Edmund Optics、Barrington, NJ）を通過したシグナルを検出し
た。セルは光路長が 2 mm のものを使用した。 
 
分子モデリング：分子モデリングは、マクロモデル version 10.4（Schrodinger、LLC、New York、NY）用い

















































ステム部位）を構築した。次に PNAを構築し、上記で構築した RNA二重鎖の主溝に、各 PNAピリミジン
塩基が RNA二重鎖の連続したプリン塩基とパラレル配向でHoogsteen塩基対を形成するように手動で位置
させた。技術的には A 型構造の主溝が非常に狭く深いため、操作の途中途中でエネルギー安定化計算（下
記参照）をかけながら PNAを配置させていった。すべての Hoogsteen 塩基対形成ができたら、系全体のエ
ネルギー安定化計算を下記の条件で行った。 
Force field: Amber*、Solvent: water、Electrostatic treatment: constant dielectric、Dielectric constant: 1.0、Charges 
from: Force field、Method: PRCG、Maximum iterations: 5000、Converge on: Gradient、Convergence threshold: 0.05 
kcal/mol 
次に、安定化された構造の PNA の中央のシトシン塩基を TO に置換した。TO を三重鎖構造の内部に位




Monitor: 300、Minimize sampled structures（安定化パラメータ・手法は上記と同じ）、Method: Stochastic Dynamics、
SHAKE: Bonds to hydrogens、Simulation Temperature (K): 298.0、Time step (fs): 1.5、Equilibration (ps): 150.0、



















Takaya Sato, Yusuke Sato and Seiichi Nishizawa (2017) Optimization of the alkyl linker of TO base 
surrogate in triplex-forming PNA for enhanced binding to double-stranded RNA. Chemistry−A 














現するため、アセチルリンカー（図 6−1、n = 1、本章では P1と表記する）を用いた。TO擬
塩基は主にスタッキング相互作用や疎水性相互作用を介して三重鎖内で安定化すると考え
られるが、本来 PNA塩基と RNA 塩基間で形成されるはずであった Hoogsteen 型の水素結合
が失われた結果、TO 擬塩基を導入していない PNA プローブと比較して結合は不安定化し
てしまった。TO 擬塩基を導入しても、元のプローブの結合定数を減少させない分子設計が
望ましいと考えられる。一般にユニバーサル塩基を導入すると、形成される二重鎖や三重鎖






いるものの、その合成は非常に難しく、成功しないことも多々ある（Liang et al., 2013; Loakes, 
2001）。 
そこで本章では、TO と PNA 骨格の間にアルキルリンカーを導入するという手法を用い
て、tFIT プローブの結合能とセンシング能をさらに向上させることを目的とした。TO擬塩
基のリンカー部位は、PNA FIT プローブにおいて調べられた先行研究があり、プローブの結
合能や TO の蛍光応答に強く影響を与えることが知られている（Köhler et al., 2005）。また、
糖からリンカーを介してインターカレータを導入した TFO によって形成される三重鎖が安
定化することが報告されている。Hélène らのグループは、炭素数が 4 のアルキルリンカー
を介してアクリジンを導入した TFO を開発し、対面がピリミジン－プリン塩基対でも三重
鎖が安定化することを報告している（Kukreti et al., 1997; Zhou et al., 1995）。また、Filichevと
Pedersen らのグループは炭素－炭素三重結合から成る強固なリンカーを介してピレンやア
クリジン、チアゾールオレンジなどを連結した TFO を開発し、Hoogsteen 塩基対を介した三
重鎖や二重鎖は安定化するが、Watson−Crick 型の二重鎖は不安定化することを報告してい






インターカレータ部位が対面の DNA二重鎖部位まで届き、TFO が効果的に DNA二重鎖と
分子間相互作用できたためと考察されている。そこで、我々の tFIT プローブにおいても、
TO と PNA 骨格の間に適切な長さのリンカーを導入することで、三重鎖形成がより安定化
すると期待した（図 6−1、n = 2−5 & 図 6−2）。TO部位は回転が抑制される環境に位置すれ
ば蛍光応答を示すため、リンカーを導入しても TO 本来の light-up応答は保持されると考え





とも特徴である。本章では、具体的には TO 擬塩基のリンカーとして炭素数 2−5 の tFIT プ
ローブ（本章では P2−P5と表記する）を合成し（図 6−1）、結合能とセンシング能を評価し






Figure 6−1. プローブの構造式。P1−P5：n = 1−5 
Figure 6−2. プローブの予想される結合様式。オレンジ：PNA、緑：TO、灰：RNA プ





2. プローブ合成・精製・同定とプローブ TO部位の吸収スペクトル 
一連のプローブは P1 と同様、第五章で示した divergent固相合成スキームで合成した。具体
的には、まず既報に基づき TO の末端カルボン酸誘導体：TO-Cm-COOH（m = 2−5）を合成
した（Carreon et al., 2007）。これらを用いて、第五章に記したスキームに従い P2から P5を
合成した。各プローブは逆相 HPLC で単離精製し、MALDI-TOF-MS で同定した（純度 > 
95%）。合成はすべて既報の操作に基づくため、詳細は実験項に示した。 
各プローブの吸収スペクトルを測定すると、TO 部位の吸収帯がリンカー長により大きく
変化していることが分かった（図 6−3）。TO 単体の吸収極大は 500.5 nm と報告されており
（Nygren et al., 1998）、これと比較すると各プローブの吸収極大波長は 6.5−14 nmもレッド






（Svanvik et al., 2001）。一方、アルキルリンカー長が長くなるに従い、TO 吸収帯のレッドシ


























Figure 6−3. 各プローブの TO部位の吸収スペクトル。黒：P1；青、P2；赤、P3；黄色、
P4；緑、P5 
測定条件：[tFIT probe] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 
100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Reproduced with permission from Chem.−Eur. J., DOI: 








た。プローブの融解温度曲線を図 6−4、そこから求めた融解温度（Tm）を表 6−1 にまとめ
た。いずれのプローブも、pH 5.5 において RNA1、RNA2、RNA3および RNA4 と熱的に非
常に安定な三重鎖を形成することが分かった（Tm = 72−90C）。TO 未修飾のコントロール
PNA の融解温度と比較すると、RNA1 に対する Tm は 22−30C 減少していた。このことか
ら、リンカー導入に依らず、TO擬塩基を導入することでプローブの三重鎖は熱的に不安定
化することが分かった。またプローブ同士を比較すると、P1 と比較して、長いアルキルリ
ンカーを導入した P2 から P5の Tmは 1−8C 低下した。このことから長いアルキルリンカー
は、もともとのアセチルリンカーと比較して、プローブの熱的安定性をやや減少することも
明らかになった。一方、RNA2 から RNA4 に対する Tmはコントロール PNAのものよりもほ
ぼ大きな値を示した。特にコントロール PNA で最も不安定化する RNA4に対して、各プロ
ーブとも 10C以上高い Tmを示した。各 RNA に対するプローブの Tmのばらつきは 14C 以
内であり、コントロール PNAと比較すると非常に狭い温度範囲（34C）に収まっているこ







(a)                          (b) 
        
(c)                          (d)  





































































































































Figure 6−4. P2から P5と RNA1−RNA4 との融解温度曲線。 (a) P2、(b) P3、(c) P4、(d) 
P5。赤：RNA1；青、RNA2；緑、RNA3；黒、RNA4 
測定条件：[tFIT probe] = [dsRNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA. Reproduced with permission from Chem.−Eur. J., 






Table 6−1. 各プローブと RNA1−RNA4 との三重鎖の融解温度 (C)a 
 RNA1 RNA2 RNA3 RNA4 
P1 80 [−22] 90 [+14] 90 [+10] 90 [+22] 
P2 72 [−30] 77 [+1] 78 [−2] 86 [+19] 
P3 76 [−26] 85 [+9] 85 [+5] 85 [+17] 
P4 79 [−23] 77 [+1] 83 [+3] 78 [+10] 
P5 75 [−27] 77 [+1] 85 [+5] 79 [+11] 
コントロール PNA 102 76 80 68 







続いてプローブの蛍光応答を調べた。P1 と同様、P2 から P5 も単体ではほぼ無蛍光であっ
た（図 6−5点線）。ここへ RNA を添加すると、いずれのプローブも 535 nm付近に極大波長








各プローブの TO 部位と RNA との相互作用は、TO 部位の吸収スペクトル変化から明ら
かであった。P1、P3、P4、P5 は RNA1 から RNA4 存在下では、吸収極大波長における吸光
度の増大（P1）あるいは減少（P3、P4、P5）を伴ったレッドシフトが観測された（図 6−6）。
このことは各プローブの TO 部位が RNA 塩基とスタッキング相互作用していることを示唆
していた。中でも蛍光応答が大きかった P1と P3では（図 6−5 & 図 6−6a,c）、吸収スペクト
ル変化が顕著であった。対照的に、P2は RNA存在下においても吸収スペクトルがほとんど
変化しなかった（図 6−6b）。この結果は、P2 は標的 RNA と三重鎖を形成していても、TO
部位がうまく三重鎖の中へ入り込みRNA塩基とスタッキング相互作用していないためと解
釈した。このために P2 の蛍光応答が P1 や P3 と比べて小さかったのであろう（図 6−5b）。
一方で、例えば P4−RNA1、P4−RNA3ではブルーシフトを伴う変化が観測された（図 6−6d）。




の対面塩基だけではなく、リンカー長にも依存することが分かった（図 6−5 & 6−7）。蛍光
応答を比較しても蛍光強度と対面塩基対の種類に明確な相関は見出せなかったが、全体の
傾向としては RNA4 に対する蛍光応答は大きく、RNA3 に対する蛍光応答は小さかった。中





ける light-up 応答度（RNA 結合時の蛍光強度 / RNA 非結合時の蛍光強度）は、P3 で最大




鎖 RNA への応答との比較から（図 6−14参照）、図 6−7に見られるような蛍光応答のばらつ
きは TO部位対面が塩基ではなく塩基対であることが重要であることである。 
さらに蛍光スペクトルを詳細に見ていくと、蛍光強度だけではなく、スペクトル形もプロ
ーブによって大きく異なっていた（図 6−5）。たとえば P3 は RNA2 以外と結合した際に、
560 nm付近に顕著なショルダーを示した。540 nm、560 nm、580 nm付近の励起スペクトル
を測定するとすべて一致し、いずれも吸収スペクトルと類似していた（図 6−6参照）。これ
らはすべて TO モノマーの吸収スペクトル形と類似していることから、すべて TO の S0 → 
S1 遷移に帰属されるものと考えられる（Netzel et al., 1995）。一方、この特徴的なスペクトル
形は、温度を 60Cまで上げると消失することが分かった。また隣接ミスマッチを導入した






成するシトシン配列に TO 擬塩基を組み込むと、TO とシトシン塩基が基底状態で強く相互
作用し、その状態から 580 nm付近にエキサイプレックスのような蛍光を示すことが報告さ




プローブ単体の蛍光量子収率（）は 0.0016−0.0071 と算出された。TO 単体（= 0.0002）
（Nygren et al., 1998）あるいはその類縁体の TO-PRO-1単体（）（Netzel et al., 1995）
と比べると、tFIT プローブ単体の蛍光量子収率はやや高かった。これは、プローブ単体での






（Svanvik et al., 2001）。一方、プローブが RNAと結合すると TO部位の量子収率は著しく増
大した。中でも蛍光応答が大きかった P1（ = 0.083−0.48）と P3（ = 0.11−0.48）の量子収
率は特に大きかった。これらの値は FIT プローブで報告されている値と近く（Jarikote et al., 
2007）、DNA 二重鎖へインターカレーションした TO（類縁体）に報告されている値とも近
かった（Nygren et al., 1998; Netzel et al., 1995）。RNA 結合時の吸収スペクトルに大きな変化





光量子収率は 0.02−0.05 程度と報告されており（Jarikote et al., 2007）、その値と比較すると
tFIT プローブの量子収率は確かに小さかった。TO部位の量子収率は隣接塩基の種類にある




ン配列を有する tFIT プローブと比較してより強く分子内で TO 部位が塩基や骨格部位と相




おいても報告されている（Riley et al., 1966）。つまり、ポリアデニン鎖は分子内スタッキン













P3のみが P1と同等の蛍光応答を示したことは、P3 内のプロピルリンカーが tFIT プロー
ブの TO部位の機能に非常に大事であることを示唆している。さらに強い蛍光強度から、P3
は標的 RNA に対し強く結合していると考えられた。そこで P3 と RNA1 から RNA4との解
離定数（Kd）を蛍光滴定実験より算出したところ、2.2−2.8 nMと対面塩基対に関わらず同程
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Figure 6−5. 各プローブの蛍光スペクトル。(a) P1、(b) P2、(c) P3、(d) P4、(e) P5。赤：
RNA1；青、RNA2；緑、RNA3；黒実線、RNA4；黒点線、プローブ単体。プローブの結
合配列を点で、TO 部位の結合塩基対を X−Yで表記した 
測定条件：[tFIT probe] = [dsRNA] = 50 nM in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 514 nm. Reproduced with permission 
from Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH Verlag 
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Figure 6−6. RNA結合時の各プローブの吸収スペクトル。(a) P1, (b) P2、(c) P3、(d) P4、
(e) P5。赤：RNA1；青、RNA2；緑、RNA3；黒実線、RNA4；黒点線、プローブ単体 
測定条件：[tFIT probe] = [dsRNA] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Reproduced with permission from 
Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH Verlag GmbH & 









Table 6−2. 各プローブの蛍光量子収率 a 
 RNA1 RNA2 RNA3 RNA4 RNA free 
P1 0.41 0.48 0.083 0.27 0.0028* 
P2 0.016** 0.027 0.016*** 0.028 0.0040 
P3 0.33 0.30 0.11 0.48 0.0016*** 
P4 0.014 0.028 0.027 0.15*** 0.0071 
P5 0.023 0.068 0.0068 0.21 0.0048 
a 測定条件: [tFIT probe] = [dsRNA] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM 
NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 485 nm. 蛍光量子収率は空気飽和の緩衝液中で測定した。P1と P3は三
回測定の平均とその標準偏差、P2、P4および P5は二回測定の平均とその標準偏差（SD）をそれぞれ示し






























P1 P2 P3 P4 P5
Figure 6−7. 各プローブの蛍光強度の比較。赤：RNA1；青、RNA2；緑、RNA3；黒実
線、RNA4。514 nmで励起した時の蛍光スペクトルを 525 nmから 700 nmまで積分し
たスペクトル面積を縦軸にプロットした 
測定条件：[tFIT probe] = [dsRNA] = 50 nM in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 514 nm. エラーバーは三回測定
の 標 準 偏 差 を 示 す 。 Reproduced with permission from Chem.−Eur. J., DOI: 






(a)                            (b) 
    
(c)                           (d)    





Table 6−3. RNA1 から RNA4へ結合した P3 の解離定数(nM)a 
RNA RNA1 RNA2 RNA3 RNA4 








































































































Figure 6−8. P3 と RNA1−RNA4 の蛍光滴定曲線。(a) RNA1、(b) RNA2、(c) RNA3、(d) 
RNA4。実線は 1:1結合を仮定したフィッティング曲線 
測定条件：[tFIT probe] = 10 nM, [dsRNA] = 0−40 nM in 10 mM sodium acetate buffer solution 
(pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 514 nm. Reproduced with 
permission from Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH 









する P1 と比較しておおよそ 10 倍も向上していることが分かった。この原因を調べるため
に、ITCを用いて結合反応に伴う熱力学的パラメータを算出した。ITCは三重鎖形成反応の
会合過程を熱力学的観点から解析できる強力な手法として用いられてきた（Li et al., 2010; 
Kamiya et al., 1996；第三章と第四章も参照のこと）。ここでは、プローブ溶液をシリンジに、
RNA 溶液をセルにそれぞれ充填し、プローブ溶液を添加して起こる結合反応に伴う発熱を
観測した。この時各滴定で生じた熱量を測定時間で積分した値を、モル比に対してプロット
し、フィッティング解析を行うことで結合反応の熱力学的パラメータを算出した（図 6−9 & 
表 6−4）。コントロール PNA の三重鎖形成反応は、第三章と第四章で既に示したように、1:1
結合モデルでフィッティング解析することができた。一方 P3 と P1 の結果に対して、予想
される 1:1結合モデルでのフィッティングはうまくいかず、逐次結合モデル（n = 2）を用い
ることでフィッティング解析できることが分かった。これは、ITC 測定の高濃度条件では、
三重鎖形成反応と競合する三重鎖インベージョン結合が起こり、PNA−dsRNA 三重鎖が
PNA∙RNA−PNA 三重鎖へと変換したためと考えられた（「∙」は Hoogsteen 塩基対、「−」は
Watson−Crick塩基対をそれぞれ示す；Li et al., 2010; Nielsen, 2010; Bentin et al., 2006;）。この








各プローブと RNA1 との ITC 測定結果を図 6−9 に、そのフィッティング解析で得られた
熱力学的パラメータを表 6−4にそれぞれまとめた。P3の結合定数は 2.4  107 M−1と算出さ















P3 が P1 より大きな Kcal、つまりより負に大きなG を示したのは、熱力学的パラメータ
の比較から P3 のより負に大きなエンタルピー項に起因していた（H = 2.1 kcal/mol）。




が P1 と比べてより負に大きなH を示したのは、P3 の TO 部位のスタッキング相互作用が
P1 よりも効果的に働いているためであると推測した。実際に、インターカレータの結合は、
一般にエンタルピー駆動である（Chaires, 2006）。図 6−5 の蛍光応答や、図 6−6 の吸収スペ
クトル変化で示されたように、P3の TO 部位は RNA 二重鎖の塩基とスタッキング相互作用
していることが示唆されていた。それらのデータに基づき、分子モデリングを用いて P3の
TO部位の結合様式を評価し、P1 のものと比較した（図 6−11）。アセチルリンカーで連結さ
れた TO部位を持つ P1 は、TO部位が上下の Hoogsteen塩基対とスタッキング相互作用して
いると考えられる（第五章も参照のこと）。これは FIT プローブの TO 部位が上下の
Watson−Crick 塩基対とスタッキング相互作用するのと類似の結合様式として考えることが
できる（Jarikote et al., 2007）。一方、プロピルリンカーで連結された P3の TO部位は、プロ

















（Mergny et al., 1992）や quinoline誘導体（Eick et al., 2012; Wilson et al., 1993）が報告されて
いる。これらの分子は、塩基対ではなく、三重鎖の塩基三量体と効果的にスタッキング相互
作用することで三重鎖構造を安定化することが知られている。こうした分子の特徴は広い





れている（Wilson et al., 1993）。TOはメチンリンカーを中心に大きな回転自由度を有してい
る点で、そうした要請にも応えられると推測している。実際に DNA 三重鎖へ TO が強く（K 
~ 106 M−1）結合することが報告されており（Lubitz et al., 2010）、より大きな構造体である四
重鎖構造に対しても結合できることも報告されている（Largy et al., 2010; Lubitz et al., 2010; 















Table 6−4. 各プローブの ITC 測定から得られた熱力学的パラメータ a 
 Kcal (107 M−1) Gobsb (kcal/mol) Hobs (kcal/mol) −TSobsc (kcal/mol) 
P1 0.79 ± 0.090 −9.38 ± 0.086 −33.1 ± 0.97 23.8 ± 1.0 
P3 2.4 ± 0.23 −10.1 ± 0.047 −35.2 ± 0.51 25.2 ± 0.54 
コントロール PNA 2.3 ± 0.82 −9.94 ± 0.24 −35.5 ± 1.4 25.6 ± 1.7 
a 三回測定の平均値と標準偏差。b Gobs = −RTlnKより算出。Rは気体定数。c TSobs = Hobs − Gobsより算
出。 
  
Figure 6−9. 各プローブと RNA1 との結合反応の ITC 測定結果。(a) P3、(b) P1、(c) コン
トロール PNA 
測定条件：[tFIT probe] or [control PNA] = 70 M, [RNA1] = 5.0 M in 10 mM sodium acetate 
buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Reproduced with 
permission from Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH 

































Figure 6−10. P3 の CD スペクトル。実線：P3−RNA1、点線：RNA1 のみ 
測定条件：[P3] = [RNA1] = 1.0 M or [RNA1] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer 
solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. 
Figure 6−11. P3−RNA1 および P1−RNA1の TO 部位の予想される結合様式。上段がプロ
ーブの C 末端側からの視点、下段が横からの視点。緑：TO；オレンジ、PNA；灰色、
RNA；水色、TO部位の対面 G−C 塩基対。（MacroModel、version 10.4、Schrödinger、LLC、
NY）。Reproduced with permission from Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. 





6. P3 のミスマッチ識別能評価 
P3 のセンシング能をより詳細に調べるため、配列選択性を調べた。ミスマッチ塩基対を 1
つ含む配列：MM1−MM3との三重鎖の Tmを調べてみると、RNA1とのものと比較して 15C











の TO 部位は PNA塩基との分子内スタッキング相互作用が小さく、よって PNA−RNA 間の
ミスマッチに敏感ではなくなったためと推測した。この考えは、隣接ミスマッチ塩基対含有
配列MM1 に対する Tmの減少が（Tm = 15−22C）、P1 のもの（Tm = 26−36C）よりも小さ
くなっていることからも支持された。ミスマッチ含有配列との三重鎖の Tmが低くなること
を利用すれば、蛍光応答における配列選択性を向上させることは可能である。実際、P1 と
同様、測定温度を 60C まで上げてみると選択性は著しく向上した（図 6−12b）。これはミス
マッチ配列との三重鎖が不安定化したためと考えられた。この時、プローブ単体の蛍光強度




さらに非特異標的核酸として ctDNA（calf thymus DNA）と rRNA（16S− & 23S−rRNA from 
E. Coli）に対する応答も調べた（図 6−13）。すると P等量の RNA1に対する P3の蛍光応答
は、100 倍等量の ctDNA ならびに rRNA に対するそれよりもはるかに大きいことが分かっ










認されなかったが、rRNA は非常に複雑に折りたたまった高次構造を有している（Gutell et 
al., 1994）。つまり P3 は、標的以外の RNA 高次構造に対してもそれほど応答しないことが
示唆された。また、蛍光応答に大きな pH依存性が見られたのは、非特異応答の原因には二
重鎖形成と三重鎖形成のどちらも寄与していて、pH 5.5では Hoogsteen型の二重鎖形成や三
重鎖形成に由来する非特異応答も加わるために、応答が pH 7.0 の時よりも大きくなったた
めと考えた。一方で P1は ctDNAや rRNA に対しては P3 よりも強く応答してしまうことが
分かった。それでも ctDNA と rRNA は 100 倍等量加えていることを考慮すると、やはり完
全相補的な RNA 二重鎖に対する高い結合選択性と蛍光応答を確認することができた。これ
らの結果から、tFIT プローブは適切な配列設計を行えば高い配列選択性とセンシング能を










(a)                             (b) 
     
 
Table 6−5. プローブと各 RNA二重鎖との三重鎖の融解温度(1C)a  
RNA RNA1 MM1(AU) MM1(CG) MM1(UA) MM2 MM3 MM4 
Tm 76 58 [−18]b 61 [−15]b 54 [−22]b 41 [−35]b 48 [−28]b NDc 

































































Figure 6−12. P3 の配列選択性。(a) 25C、(b) 60C。用いた RNA 配列と共に示した。プロ
ーブの結合配列を点で、ミスマッチを太字で示し、プローブ TO の結合部位を点線の枠
で囲った 
測定条件：[P3] = [RNA] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 
100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C or 60C. Ex: 514 nm. Reproduced with permission from 
Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH Verlag GmbH & 
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Figure 6−13. 100倍等量の非特異核酸に対する P3および P1の蛍光応答。(a) P3 + ctDNA、
(b) P1 + ctDNA、(c) P3 + rRNA、(d) P1 + rRNA。黒の実線が pH 5.5、点線が pH 7.0での
応答。コントロールとして、等量の RNA1に対する応答（赤）を示した。 
測定条件：[P3] = 50 nM, [ctDNA] or [rRNA] = 100 equiv. O. D. or [P3] = [RNA1] = 50 nM in 
10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) or 10 mM sodium phosphate buffer solution (pH 
7.0) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 514 nm. Reproduced with 
permission from Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH 








行った。PNA は一般にアンチパラレル配向の二重鎖（Watson−Crick 型二重鎖、図 6−14a の
配列 B）形成を好むが、pH 酸性条件下ではパラレル配向の二重鎖（Hoogsteen 型二重鎖、図
6−14aの配列 A）も形成するため、どちらの二重鎖も評価した。Tmを表 6−6にまとめた。P1
も P3も、アンチパラレル二重鎖及びパラレル二重鎖を形成した。コントロール PNA の Tm
と比較すると、P1は FIT プローブで既に報告されているように、ほぼ同程度の Tmを示した
（Köhler et al., 2005）。一方、P3 はアンチパラレル型二重鎖では 6Cから 11C、パラレル型
二重鎖では 6C 低下した。二重鎖の不安定化は、おそらくプロピルリンカーで連結された
立体的に嵩高い TO 部位が、二重鎖内にうまく入り込むことができなかったためと考察し
た。実際に、炭素数 2と 5のアルキルリンカーで連結された TO部位を持った FIT プローブ









較しても小さくなっていた（表 6−2）。ここで興味深いことに、二重鎖 RNA に対する蛍光応
答（図 6−7）とは対照的に、一本鎖 RNA に対しては対面塩基が変わっても蛍光応答はあま
りばらつかないことに気付いた（図 6−14aの配列 B−E）。P1 でも P3 でも同様の傾向が認め
られたことから、TO擬塩基のリンカーに依存しない性質のようであった。おそらく二重鎖
形成時には TO 対面塩基は TO の結合にあまり影響しない（TO と相互作用しない）が、三
重鎖形成時には TO と何らかの形で相互作用している、または TO の結合様式に影響を与え
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Figure 6−14. (a) 用いた一本鎖 RNA配列。アンチパラレル RNA はプローブ TO 部位対面の
塩基（太字）が異なる 4種類を用意した。点はプローブの結合部位を示す。(b) 一本鎖 RNA
に対する蛍光応答。 
測定条件：[P3] or [P1] = [ssRNA] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 514 nm. Reproduced with permission from 
Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. 
KGaA, Weinheim. 
 
Table 6−6. プローブと一本鎖 RNAとの融解温度(1.5C)a 
   アンチパラレル RNA パラレル RNA 
 pH 5.5 pH 7.0 pH 5.5 pH 7.0 
P3 55 46 61 44 
P1 61 57 67 50 
コントロール PNA 61 59 68 52 
a 三回測定の平均値。測定条件：[tFIT probe] or [Control PNA] = [ssRNA] = 3.0 M in 10 mM sodium acetate 
buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA. 260 nmの吸光度変化から Tmを求めた。 
 












P3 0.093 0.089 0.081 0.11 0.086 
P1 0.22 0.14 0.12 0.16 0.13 
a 測定条件: [P3] = [ssRNA] = 1.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl 











































示唆された。これに対し、蛍光滴定実験から結合定数を見積もったところ、P7 は 2.0  0.62 











































Figure 6−15. (a) RNA7の配列と P6および P7 の構造式。(b) P6（青）と P7（赤）の蛍光
滴定。1:1結合に基づくフィッティング曲線を実線で示した 
測定条件：[P6] or [P7] = 35 nM, [RNA5] = 0−200 nM in 10 mM sodium acetate buffer solution 
(pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 514 nm. Reproduced with 
permission from Chem.−Eur. J., DOI: 10.1002/chem.201604676. Copyright © 2017 Wiley-VCH 












up 応答を示すことが、tFIT プローブ設計上最も好ましい。そこで本章では、TO 擬塩基と
PNA 骨格を連結するリンカーをやや長いものにし、プローブが三重鎖を形成すると TO 部
位が対面の RNA 二重鎖部位と効果的に相互作用できるような分子設計を行うことで、プロ
ーブの結合親和力を向上させ（て TO 未修飾の PNA の結合親和力へと近づけ）ることを目
指した。かつ、tFIT プローブは相補的な一本鎖とも安定な二重鎖を形成するため、リンカー
があることで三重鎖内での TO の結合は促進されるが、二重鎖内での TOの結合は不安定化
することを期待した。 









減少したため、プローブの RNA 二重鎖 vs. RNA一本鎖結合選択性も向上した。このように
蛍光団である TO 擬塩基部位にも二重鎖 vs. 一本鎖識別能を付与することで、プローブ全
体として RNA 二重鎖に対する選択性を向上させることに成功した。本章で開発した P3 と
第五章で開発した P1 を比較したものを下の表にまとめた。 

















Table. P3と P1の結合能と蛍光特性比較 
P3  P1 
76−85* 融解温度（三重鎖；C） 80−90* 




0.11−0.48* 蛍光量子収率（三重鎖） 0.083−0.48* 
0.081−0.11** 蛍光量子収率（二重鎖） 0.12−0.22** 
○ 配列選択性 ◎ 
◎ RNA二重鎖 vs. RNA 一
本鎖選択性 
○ 
*TO 部位の対面塩基対が A−U、G−C、C−G、U−Aの 4種類の配列（RNA1−RNA4、図 5−2a）に対する値
をまとめたもの。**TO の対面塩基が Gでプローブと相補的なパラレル配向の二重鎖を形成する RNA一本
鎖と、TOの対面塩基が G、A、C、Uの 4種類の配列（図 6−14a）と相補的なアンチパラレル配向の二重鎖
を形成する RNA一本鎖との値をまとめたもの。 
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11.  実験項 
RNA：使用した RNA はすべて株式会社ジーンデザイン（HPLC 精製、純度 > 90%）に依頼合成したもの
を使用した。RNA1−RNA4、MM1−MM4 の配列・データは第三章から第五章の実験項に示したので、そち
らを参照のこと。ctDNAと rRNAは購入したものをそのまま用いた。 
RNA7: 5’− GGG AGA GGA GGA UUU UUC CUC CUC UCC C −3’ 
ssRNA (parallel): 5’− GGA GCG GCG GGA −3’ 
ssRNA (antiparallel_G): 5’− AGG GAG GAG AGG −3’ 
ssRNA (antiparallel_A): 5’− AGG GAA GAG AGG −3’ 
ssRNA (antiparallel_C): 5’−AGG GAC GAG AGG −3’ 
ssRNA (antiparallel_U): 5’−AGG GAU GAG AGG −3’ 
ctDNA: Deoxyribonucleic acid sodium salt from calf thymus, Type 1, fibers（D1501、生化学関連試薬、CAS: 
73049−39−5、Sigma−Aldrich） 
rRNA: 16S- and 23S-ribosomal from E. Coli MRE600（10206938001、Size: 1,500 b & 2,900 b、保存緩衝液: 100 




色素部位の合成：色素部位: TO-Cm-COOH（m = 2−5）は既報と第五章の実験項の操作に基づき合成した。




1H NMR (400 MHz, DMSO-d6):  (ppm) = 8.78 (d, 1H), 8.64 (d, 1H), 8.13 (d, 1H), 8.04 (d, 1H), 7.93 (dd, 1H), 7.79 
(d, 1H), 7.73 (dd, 1H), 7.61 (dd, 1H), 7.43 (dd, 1H), 7.34 (d, 1H), 6.92 (s, 1H), 4.77 (t, 2H), 4.01 (s, 3H), 2.79 (t, 2H).  
Exact mass (ESI+): m/z calcd for [C21H19N2O2S]+ 363.11; Found 363.15 [M]+ 
 
TO-C3-COOH 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): (ppm)  8.80 (d, 1H), 8.62 (d, 1H), 8.21 (d, 1H), 8.06 (d, 1H), 8.01 (dd, 1H), 
7.80−7.73 (m, 2H), 7.63 (dd, 1H), 7.41 (dd, 1H), 7.37 (d, 1H), 6.94 (s, 1H), 4.61 (t, 2H), 4.20 (s, 3H), 2.41 (t, 2H), 2.07 
(m, 2H). 
Exact mass (ESI+): m/z calcd for [C22H21N2O2S]+ 377.13; Found 377.30 [M]+ 
 
TO-C4-COOH 





(d, 1H), 7.75 (dd, 1H), 7.63 (dd, 1H), 7.42 (dd, 1H), 7.38 (d, 1H), 6.94 (s, 1H), 4.61 (t, 2H), 4.02 (s, 3H), 2.28 (t, 2H), 
1.87 (m, 2H), 1.58 (m, 2H) 
Exact mass (ESI+): m/z calcd for [C23H23N2O2S]+ 391.15; Found 391.45 [M]+ 
 
TO-C5-COOH 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): (ppm) = 8.81 (d, 1H), 8.64 (d, 1H), 8.15 (d, 1H), 8.05 (d, 1H), 7.99 (dd, 1H), 
7.81−7.74 (m, 2H), 7.62 (dd, 1H), 7.43 (dd, 1H), 7.38 (d. 1H), 6.94 (s, 1H), 4.60 (t, 2H), 4.02 (s, 3H), 2.20 (t, 2H), 1.86 
(m, 2H), 1.55 (m, 2H), 1.38 (m, 2H) 
Exact mass (ESI+): m/z calcd for [C24H25N2O2S]+ 405.16; Found 405.15 [M]+ 
 
プローブ合成：プローブ合成は第五章と同じく、divergent 固相合成で行った。具体的には主鎖を伸長後、
色素導入部位へあらかじめ導入しておいた Fmoc-aeg(Alloc)-OH ユニットの Alloc 基で保護された 2 級アミ
ノ基と、TO-Cm-COOH とをカップリングした。 
TO-C1-COOH のカップリングでは PyBOP をカップリング剤として用いたが（第五章も参照のこと）、リ
ンカー長が長い TO-Cm-COOH でも PyBOP が機能することが分かった。したがって各色素は、5 等量の色







プローブ（P2−P5）: プローブ: H2N−Lys−tctc(TO)mtccc−CONH2、m = 2−5 










































































































































































































































































































































P3 の HPLC 
プロフィール 












































































































































P4 の HPLC 
プロフィール 






































































































































































P5 の HPLC 
プロフィール 































































































































































































P6 の HPLC 
プロフィール 







































































































































































P7 の HPLC 
プロフィール 









P2−P5：アセトニトリルを 50分間で 0%から 50%となるように変化させた。保持時間：26.3 分（P2）、27.8
分（P3）、27.7分（P4）、27.8 分（P5）。 






Table S6−1. プローブの質量の理論値と実験値 
プローブ 分子式 理論質量（[M]+） 実験値（[M]+） 
P2 C114H147N44O30S 2645.112 2645.184 
P3 C115H149N44O30S 2659.127 2658.978 
P4 C116H151N44O30S 2673.143 2672.900 
P5 C117H153N44O30S 2687.159 2686.865 
P6 C113H145N44O30S 2630.089 2630.097 
P7 C115H149N44O30S 2659.127 2659.165 
 
各プローブは第五章の実験項に示した手順で母液を調製し、分注保存した。下に各プローブ水溶液の吸収
スペクトルを示した。P6と P7は酢酸緩衝液中（pH 5.5）1.0 M の吸収スペクトルを示した。 
 






























































































































P4 の吸収スペクトル P5 の吸収スペクトル 













Takaya Sato, Ahmed Mohamed, Yutaka Shibata, Yusuke Sato, Hiroshi Fukumura and Seiichi 
Nishizawa (2017) Strong Binding to a Pyrimidine−Purine Inversion Within Double-stranded RNA by 
















ルキルリンカーの炭素数を 1 から 5 まで変えた一連のプローブを設計・合成し結合能を評
価した。得られたプローブは逆相 HPLC で単離精製し、MALDI-TOF-MS で同定した。合成
の詳細は省略し、HPLC と質量分析の結果のみを実験項に記載する。用いた RNA 二重鎖は、








Figure 7−1. プローブの構造 








無輻射失活するためと考えられた。一方、pH 5.5において RNA1、RNA2、RNA3および RNA4
を添加すると、いずれのプローブも明瞭な light-up 応答を示した。こうした蛍光応答は pH 
7.0では、若干の応答が見られるものの、pH 5.5の時と比較すると極めて小さかった。結合
の化学量論を蛍光 Job’s プロットで調べると、図 7−4 に示すように、P1 と RNA1 の結合の
化学量論は 1と求まった。これらのことから、観測された蛍光応答は三重鎖形成に伴うもの
であることが示唆された。第五章と第六章で示した 9 塩基長の tFIT プローブと同様、6 塩
基長のプローブ P1−P5 の TO 部位も三重鎖構造にインターカレーションし、回転運動が阻
害されることで蛍光応答を示したと考えられた。 
プローブの蛍光応答は TO 部位対面塩基対とリンカー長に大きく依存することが分かっ
た（図 7−3 & 7−5）。P1 では RNA1に対してやや応答は小さいが、RNA2、RNA3、RNA4 に
対してはほぼ同程度であった。それに対し非常に興味深いことに、リンカー長が 2以上のプ
ローブでは、TO 部位対面がピリミジン－プリン塩基対となる RNA3 および RNA4 に対し
て、TO 部位対面がプリン－ピリミジン塩基対となる RNA1および RNA2よりも大きな蛍光
応答を示すことが分かった。n = 3、4、5のリンカー長を有する P3から P5では特に顕著で、
例えば 100 nMの濃度条件で、P3−RNA4三重鎖においては 239もの light-up応答度が得られ




られた各プローブの解離定数を表 7−1 にまとめた。P1 を見てみると、RNA1 から RNA4 に
対し、1.4−8.7 Mとややばらつきはあるものの、同程度の解離定数を示すことが分かった。
蛍光応答の結果と併せて考えると（図 7−3）、TO 擬塩基は 6 塩基長の tFIT プローブにおい
ても蛍光性のユニバーサル塩基として機能していることが示唆された。これとは対照的に
P2 以外のプローブ：P3、P4、P5 は、P1 よりも小さい解離定数を示すことが分かった。そ






ては 87 nM、RNA4に対しては 51 nMと、nMオーダーの非常に強い結合能を獲得している
ことが分かった。これらの値は、TO 部位を持たない 6 塩基長の三重鎖形成 PNA で報告さ
れている値よりも、少なくとも 2桁小さな値であった（Devi et al., 2014; Zengeya et al., 2011; 
Li et al., 2010）。リンカー導入による結合親和性の向上は、既に第六章で考察しているよう





静電相互作用で結合するカチオン性分子に大別できる（Thomas and Hergenrother, 2008）。い
ずれも特定の RNA二重鎖を識別する結合能（構造選択性や配列選択性）に乏しく、かつ結
合親和性もMオーダーの解離定数を示すものがほとんどである。そうした意味で、本章で
開発した 6 塩基長の P3 は、短い RNA 二重鎖構造へと配列選択的に、かつ強く結合できる
点が非常に特徴的である。RNA 二重鎖への配列選択性獲得は三重鎖形成を利用した点によ
るが、従来の TFO では 6 塩基という短い三重鎖形成は成し得なかった（Devi et al., 2015）。
安定な三重鎖を形成できる三重鎖形成 PNA では、6 塩基から 8 塩基長の三重鎖形成は報告
されているものの、ピリミジン－プリン塩基対を含む配列への強力な（nMオーダーの解離
定数での）結合は未だ達成されていないものであった（Devi et al., 2014; Zengeya et al., 2011; 
Li et al., 2010）。 
以上の結果から、リンカーを導入することで当初の目的であった短い三重鎖形成 PNAの
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Figure 7−3. プローブの蛍光応答。(a) P1、(b) P2、(c) P3、(d) P4、(e) P5。RNA1：赤；
RNA2、青；RNA3、緑；RNA4、黒。pH 5.5は太い実線、pH 7.0 は太い点線、プローブ
単体は細い黒の実線（pH 5.5）と点線（pH 7.0）でそれぞれ示した 
測定条件: [tFIT probe] = [dsRNA] = 100 nM or [tFIT probe] = 100 nM in 10 mM sodium acetate 



























































P1 P2 P3 P4 P5
Figure 7−4. P1 と RNA1 との蛍光 Job’sプロット。XRNA = [RNA]/([Probe]+[RNA]) 
測定条件: [P1] + [RNA] = 10 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 
100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. Ex: 514 nm. 
Figure 7−5. プローブ蛍光強度比較。RNA1：赤；RNA2、青；RNA3、緑；RNA4、黒；
プローブ単体、白。 
測定条件: [tFIT probe] = [RNA] = 100 nM or [tFIT probe] = 100 nM in 10 mM sodium acetate 
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Figure 7−6. 各プローブの蛍光滴定。(a) P1、(b) P2、(c) P3、(d) P4、(e) P5。RNA1：赤；
RNA2、青；RNA3、緑；RNA4、黒。実線は 1:1結合に基づくフィッティング曲線。縦軸
には各プローブの蛍光スペクトルの蛍光極大波長をプロットした 
測定条件: [tFIT probe] = 1.0 M, [dsRNA] = 0.0−5.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution 






Table 7−1. プローブの解離定数 (nM)a 
 P1 P2 P3 P4 P5 
RNA1 8700 [620] 12000 [400] 1100 [13] 2200 [262] 1600 [170] 
RNA2 2900 [310] 29000 [770] 620 [28] 2600 [312] 2700 [15] 
RNA3 1400 [130] 9300 [280] 87 [6.6] 230 [0.69] 490 [31] 









うに、RNA1 から RNA4 はいずれも A 型構造に特徴的な CD スペクトルを示した。ここへ
プローブを添加すると、P1 と P3 は共に結合に伴い 263 nmの正のピーク強度がわずかに減
少した（図 7−7 赤と緑）。P3 結合に伴う CD 強度の減少は、P1 でのものよりもわずかに大
きかった。また、P3においては RNA3や RNA4と結合した時にのみ、1−2 nm程度のレッド
シフトも観測された。しかし全体としてはいずれのプローブにおいても、9塩基長の tFIT プ
ローブで見られたような劇的な構造変化は見られなかった（第五章と第六章も参照のこと）。
したがって 6 塩基長の tFIT プローブの結合では、形成した三重鎖は A 型構造の CD スペク




定した。プローブ単体ではアキラルな TOの吸収帯に ICD スペクトルは見られなかった（図
7−8黒点線）。しかし RNAを添加すると、どちらもプローブの TO部位も、RNA1 から RNA4
のいずれの RNA とも ICD スペクトルを示した（図 7−8実線）。これはプローブがキラルな
三重鎖構造を形成し、そこへ TO 部位が結合したことでキラルな環境を感じているためと考
えられる。その強度は非常に小さく、図 7−9の分子モデリング結果に示すように、TO 部位
のインターカレーション様の結合様式を示唆していた（Berova et al., 2000; Petty et al., 2000）。
ICDスペクトルの形はプローブと結合する RNAとリンカー長によって異なることが分かっ
た。P1 はいずれの RNAとも、535 nm付近に負のピーク、485 nm付近に正のピークを持つ
負のコットン効果を示した。これは P3が RNA1や RNA2と結合した時も同様であった。通
常 TO が核酸二重鎖へ結合する際に観測されるコットン効果は、溝で複数分子の TO が会合











（Ikeda and Okamoto, 2008）。これらとは対照的に、P3 が RNA1や RNA2と結合した際、コ
ットン効果は観測されず、TO 部位の吸収極大波長と一致した、正のピークのみが観測され
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Figure 7−7. P1（緑）と P3（赤）の結合に伴う RNAの CDスペクトル変化。(a) RNA1、
(b) RNA2、(c) RNA3、(d) RNA4。RNA単体の CDスペクトルを黒で示した 
測定条件: [tFIT probe] = [dsRNA] = 10 M in 10 mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) 
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Figure 7−8. P1（a）と P3（b）の ICDスペクトル。RNA1：赤；RNA2、青；RNA3、緑；
RNA4、黒 
測定条件: [P1] = [RNA] = 20 M or [P3] = [RNA] = 50 M in 10 mM sodium acetate buffer 
solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at 25C. 









へ結合した TO の蛍光種の解析法として、TOの類縁体 TO-PRO-1（Netzel, 1995）、核酸一本
鎖へコンジュゲーションした TO（Privat et al., 2002）の蛍光種やその結合様式の考察に利用
されてきた。DNA 一本鎖と結合する PNA FIT プローブや、RNA 一本鎖と結合する DNA FIT





蛍光寿命測定系をお借りした（Mohamed et al., 2016）。サンプルの励起には、励起光源とし
てチタン・サファイアレーザを用い、TOを直接励起できる 460 nm（第二周波）を励起波長
に選んだ。サンプルからの蛍光はポリクロメータへと導入した。本系の装置応答関数の幅 
[width of the instrumental response function (IRF)] は、1 nsスケールでは 14 ps（非結合プロー
ブ解析時）、5 ns スケールでは 43 ps（プローブ－RNA 三重鎖解析時）であった。すべての
測定試料は十分なシグナルが得られるように、500 秒から 1000 秒積算した。この間 TO 部
位のスペクトル形に変化はなく、測定後に再度同様の条件で測定を行っても得られた光子
数に大きな現象は見られなかったことから、TO部位の退色は十分小さいものと考えられた。






った。具体的には下の式 7−1に基づき、蛍光寿命とその振幅 aを見積もった。 
𝐹(t) = ∑ 𝑎𝑖𝑒
(−𝑡 𝜏𝑖⁄ )𝑛
𝑖                       （式 7−1） 
ここで F(t)は蛍光強度の時間変化、n は成分数、下付きの i は i 成分目をそれぞれ示す。す
ると 3成分（i = 3）を仮定したフィッティング解析を行うことで実験結果をよく再現できる





（0.029 for P1、0.056 for P3）、3（0.28 for P1、1.2 for P3）となった。ここで最も速い寿命成
分 1は、実際のフィッティング解析からは 1 ps程度かそれ以下の寿命と算出されたが、1 ns
レンジにおける IRFよりも速いことから、寿命も振幅も正確に求めることができなかった。
しかしこの速い成分抜きではフィッティング解析がうまくいかないことから、非常に速い
成分 1は考慮する必要があると判断した。そのため、解析においては1を 0.001 nsと固定し
た。フィッティングで見積もられた成分 1 の振幅 a1は正確ではないので、相対振幅の計算
には用いなかった。この速い減衰は、TO部位と水分子との衝突によるものに起因するもの
と考えられた。これはプローブ TO部位が一本鎖状態では溶媒分子に暴露されていると考え
られるためである。実際に水分子は 1ピコ秒スケールで拡散運動しており（Pal et al., 2002）、
他のシアニン色素の速い減衰成分にも、同程度の寿命成分が報告されている（Fürstenberg et 
al., 2006）。一方、成分 1よりも長い寿命成分 2と成分 3は、部分的に PNA塩基と相互作用
した TO部位に起因するものと考えられた。これは TO が一本鎖核酸へ結合した状態に近い





する成分 1 から成分 3 に加えて、さらに 1 または 2 成分を追加した、計 4 または 5 成分フ
ィッティング解析を行った。ここで、成分 1 から 3 の寿命と振幅は固定し、次の式を用い
た。 
𝐹(t) = A ∙ {𝑎1𝑒
(−𝑡 𝜏1⁄ ) + 𝑎2𝑒
(−𝑡 𝜏2⁄ ) + 𝑎3𝑒
(−𝑡 𝜏3⁄ )} + ∑ 𝑎𝑘𝑒
(−𝑡 𝜏𝑘⁄ )𝑚𝑘     （式 7−2） 
ここで mは結合することで現れる成分を示し、m = 1 または 2としてフィッティング解析し
た。A は RNA 混合時に存在する結合していないプローブの割合を補正するための定数であ
る。 
しかしこの式 7−2 に基づいてフィッティング解析を行ったところ、いずれの試料につい
ても A の値が 1 以上になることが分かった。プローブ単体では A = 1 であり、プローブが
RNA へ結合すればプローブ単体を測定した時よりも非結合状態のプローブの量は小さくな











考えた。つまり式 7−2において、本質的には A ≠ 0 であるものの、実際は A ≈ 0 としてもよ
いとする考え方である。 
そこで新たにプローブ－RNA 三重鎖の寿命曲線に対しても、式 7−1 の多成分フィッティ
ング解析を適用した結果を表7−2にまとめた。蛍光寿命の生データは図7−10 b−e、7−11 b−e、
蛍光寿命曲線を図 7−13、図 7−14に示した。いずれの三重鎖試料に対しても 3 成分のフィッ
ティング式（式 7−1、i = 3）でうまく解析できることが分かった。いずれの錯体でも、プロ
ーブ単体で見られた非常に速い成分 1 は見られなくなり、速い成分 2 と中間成分 3 に加え







から、RNA との錯形成により励起状態の TO の非常に速い減衰チャンネルが閉じると同時
に、新たに長い寿命成分が現れたことがプローブ TO 部位の light-up応答につながったこと




ーションしたTO種に由来するものであると考えられた（Jarikote et al., 2007; Privat et al., 2002; 
Netzel, 1995）。これは tFIT プローブの結合様式ならびに蛍光応答機構を支持するものであっ
た。 
各寿命成分に着目すると、プローブが RNA と三重鎖を形成すると、寿命成分 2の相対振





ど、すなわち a2がより減少し a4がより増大するほど TO 部位の平均蛍光寿命<  >も大きく
なっていた（表 7−2）。一方、寿命成分 3 の相対振幅 a3は RNA の種類による差はあまり見
られなかった。蛍光スペクトル測定から得られた各プローブと各 RNA との蛍光強度と、蛍
光寿命をプロットしたものが図 7−15 である。ここから明らかなように、TO 部位の蛍光強
度の RNAによるばらつき（大小）は、その平均蛍光寿命の大小で説明できることが分かっ
た。一般に蛍光量子収率と最安定励起一重項状態の蛍光寿命には比例関係が認められる。









式をとっていることを示唆していた。Carlsson らは TO の類縁体で、ベンゾチアゾール環が
ベンゾオキサゾール環に置換された YO（oxazole yellow）について、DNA 二重鎖へ結合し
た際には 1.65 ns / 3.63 nsの 2成分が観測され、グリセロール中では 20Cで 1.29 nsの 1成
分が存在することを報告している（Carlsson et al., 1994）。ただし、後者に関しては 2成分フ
ィッティングでも解析でき、これが分子内回転によりコンフォメーションが異なる寿命の
広がり（幅）に起因するのか、あるいは蛍光寿命の異なる化学種が存在するのかを区別する
のは困難である点を指摘している。また、Seitz らは TO-PRO-1 もポリビニルアルコールフ
ィルム中において 1.38 ns / 3.6 ns の 2成分の寿命を示すことを報告している（Jarikote et al., 
2007）。おそらく、1−1.5 ns と 3.5 ns 辺りの寿命成分は、粘性の高い（回転運動が抑制され
る）条件に存在するシアニン色素に特有のものであると予想される。これに対し、DNA 二
重鎖へ結合した TO-PRO-1は 3成分、DNA−PNA 二重鎖へ結合した TO-PRO-1 は 4成分の蛍
光種が報告されている（Netzel, 1995）。しかし(dAdT)10に対しては 0.41 ns / 1.77 ns、(dGdC)10
に対しては 1.36 ns / 3.02 ns と、共に 2成分ではあるため、配列に依存する点にも注意が必







同様に、一本鎖 DNA に連結した TO や、FIT プローブ内の TO もまた類似の挙動を示すこ
とが報告されている。例えば DNA 一本鎖と二重鎖を形成する FIT プローブでは、~0.3 ns / 
1−1.5 ns / 3−4 ns の 3 成分が報告されている（Jarikote et al., 2007）。一本鎖 DNA の内部に
−(CH2)10−で連結した TOは、形成した二重鎖に結合し~0.2 ns / 0.5−1 ns / ~2.5 ns / 5 ns の 4成
分を示すことが報告されている（Privat et al., 2002）。こうした不均一な蛍光種は、不均一な
結合様式に起因するものと考えられ、tFIT プローブの場合は TO が PNA に組み込まれるこ
とで三重鎖構造内へと強制的に結合させられて生じるものと考えられる。核酸結合性ペプ
チド（zinc finger）にコンジュゲーションした TOもまた、DNA へ結合すると、蛍光強度の
異なる不均一な結合様式を示すことが報告されている（Thompson, 2007; Daniel et al., 2000）。
おそらく、限られたコンフォメーションで限定された空間への結合を強いられると、本来の
インターカレーションよりも蛍光性でない TO種が存在しやすくなるのであろう。過去の研
究から、TO の量子収率はねじれ角と強く関連していることが知られている（Fürstenberg et 
al., 2006; Sundström and Gillbro, 1981）。今回の結果と照らし合せて考えると、長い寿命成分 4
は TO が平面に近い構造をとって効果的に RNA 塩基とスタッキング相互作用している結合










TO 部位が RNA 二重鎖部位と効果的にスタッキング相互作用することを助けていると考え













告されている。脱塩基部位や T−T ミスマッチに結合する分子である macrocyclic bisacridine
は、結合に伴い対面のチミン塩基のフリップアウトを誘発する（David et al., 2003; Jourdan et 
al., 1999）。A−A ミスマッチへ結合する naphthyridine−8-azaquinoloneでも、シトシン塩基が二
重鎖からフリップアウトする（Nakatani et al., 2005）。この場合対面塩基対のフリップアウト
のしやすさが塩基の種類によって違う可能性があるため、TOの結合のしやすさに影響を与
えることが予想される。 
最後に、第六章で示したように、9 塩基長の tFIT プローブでは、本章の 6 塩基長の tFIT
プローブとは異なり、明瞭なピリミジン－プリン選択性は蛍光応答・結合親和性のいずれの
点においても観測されなかった。おそらく、プローブが長いと PNA塩基部位の結合が非常
に強いために（K  107−8 M−1）、TO 部位の結合がプローブ全体の結合親和性には大きく影響
を及ぼさなかったものと推測される。一方で蛍光強度には大きなばらつきが見られた点は、
TO 部位の蛍光応答、すなわち TO を構成する 2 つのヘテロ環の回転しやすさは対面塩基対
の種類により敏感である結果であったと推測した。また、プロピルリンカーを導入すると、
9 塩基長の tFIT プローブではアセチルリンカーのプローブよりも結合親和力が TO 対面塩
基対に依らず 6 倍から 10 倍程度向上したのに対し、6 塩基長の tFIT プローブでは 4.5 倍か
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Figure 7−10. P1 の蛍光寿命測定の生データ。(a) RNA 非存在下、(b)−(e) RNA結合時。(b) 
RNA1、(c) RNA2、(d) RNA3、(e) RNA4 
測定条件: [P1] = [dsRNA] = 5.0 M or [P1] = 5.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution 
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Figure 7−11. P3 の蛍光寿命測定の生データ。(a) RNA 非存在下、(b)−(e) RNA結合時。(b) 
RNA1、(c) RNA2、(d) RNA3、(e) RNA4 
測定条件: [P3] = [dsRNA] = 5.0 M or [P3] = 5.0 M in 10 mM sodium acetate buffer solution 
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Figure 7−12. P1 (a)と P3 (b)の RNA 非結合時の蛍光寿命曲線。赤が実際に観測された蛍
光強度の時間変化、青が多成分フィッティング式に基づくフィッティング曲線をそれ
ぞれ示す 
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Figure 7−15. 蛍光強度と平均蛍光寿命の関係 
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Table 7−2. 光寿命（ns）と相対振幅 a 
Probe RNA 1 (a1)
b 2 (a2) 3 (a3) 4 (a4)   
c 
P1 ------- 0.001 0.029 (0.93) 0.28 (0.07)   
 RNA1  0.049 (0.63) 0.41 (0.27) 2.1 (0.10) 1.4 
 RNA2  0.045 (0.75) 0.39 (0.15) 2.5 (0.10) 1.9 
 RNA3  0.031 (0.89) 0.29 (0.077) 2.8 (0.033) 1.9 
 RNA4  0.027 (0.80) 0.30 (0.10) 3.0 (0.10) 2.6 
P3 ------- 0.001 0.056 (0.94) 1.2 (0.06)   
 RNA1  0.071 (0.44) 0.60 (0.16) 3.3 (0.40) 3.1 
 RNA2  0.093 (0.34) 1.4 (0.27) 5.2 (0.39) 4.5 
 RNA3  0.064 (0.64) 0.41 (0.21) 2.8 (0.15) 2.2 
 RNA4  0.070 (0.57) 0.40 (0.19) 3.1 (0.24) 2.7 
a各寿命と相対振幅（括弧内の値）。測定条件: [tFIT probe] = [dsRNA] = 5.0 M or [tFIT probe] = 5.0 M in 10 
mM sodium acetate buffer solution (pH 5.5) containing 100 mM NaCl and 1.0 mM EDTA at room temperature. Ex: 
460 nm. b フィッティングのために τ1 = 0.001 と固定した。ここで見積もられた a1は正確ではないため、プ
ローブ単体の相対振幅はこれを除いて計算した。 c <  >: 平均蛍光寿命。〈𝜏〉 = (𝑎1 ∙ τ1
2 + 𝑎2 ∙ 𝜏2
2 + 𝑎3 ∙ 𝜏3
2)/











ープ構造が介入するため、平均 4−6塩基長程度と短い（Andronescu et al., 2008）。こうした短
い配列は一次配列としてみた場合には、ある RNA分子に特異的な配列として見つけるのは
困難である。これは RNA 全塩基数に対して、4 種類の塩基の組み合わせが、6 塩基長程度
（46通り）では少なすぎるためである。しかし、例えば HIV-1 RNAゲノム上の programmed 
−1 ribosomal frameshift stimulatory部位のペアピン構造の 6塩基二重鎖配列：5’-GGA AGG -




と Chen らのグループによって最短 6 塩基長の三重鎖形成 PNA が安定な三重鎖を形成しう
ることが示されているが（Devi et al., 2014; Li et al., 2010）、これは 6塩基長のホモプリン配
列に対してであり、ピリミジン－プリン含有配列に対しての解離定数はMオーダーと、そ
れほど強くなかった（Zengeya et al., 2011; Li et al., 2010）。したがって、実際に RNA を狙う
ためには、短いピリミジン－プリン含有二重鎖配列に対して nMオーダーの解離定数を獲得
することは重要な課題である。 
実際に 6 塩基長の三重鎖形成 PNA に、プロピルリンカーを介して TO 擬塩基を組み込ん
だ tFIT プローブは、TO 部位の対面にピリミジン－プリン塩基対を有する RNA 二重鎖配列
に対し解離定数 100 nM以下の強力な結合親和性を示すことを見出した。これは TO擬塩基
を導入していない未修飾 PNAと比較して 100倍近く大きな値であった。これは tFIT プロー
ブの分子設計を用いることで、ピリミジン－プリン塩基対を有する短い RNA 二重鎖配列へ









測定から複数の TO 蛍光種の相対的な存在割合によって決まることが示唆された。今回の 6
塩基長の tFIT プローブが、TO 対面ピリミジン－プリン塩基対に対して強く結合できること
を示した結果は非常に興味深く、TO擬塩基がどのような結合様式で三重鎖内に位置してい
るのか、より詳細な構造解析の重要性を示すデータでもある。 
蛍光寿命で得られた結果は、RNA 三重鎖構造へ結合する TO の分光学的特性に関する新
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RNA：使用した RNA1−RNA4 は第四章の実験項で示した。 
 
プローブ：プローブは第五章と第六章で示した方法で固相合成し、逆相 HPLCで精製後 MALDI-TOF-MS で






試料溶液が入った 3 mm  3 mmの石英セルをレーザで励起し、蛍光をポリクロメータへと導入した。この
時装置応答関数の幅は、1ナノ秒の解析スケールでは 14ピコ秒、5ナノ秒の解析スケールでは 43ピコ秒で
あった。実験は室温（およそ 20C）で行った。積算時間は 500秒から 1000秒とした。測定中に TO部位が
光退色していないかを確かめるために、測定は 1ナノ秒スケール → 5ナノ秒スケール → 1 ナノ秒スケー
ルと 3 回続けて測定し、各測定で TO 由来の蛍光シグナル強度の減少が十分小さいことを確認した。フィ












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































アセトニトリルを 50分間で 3%から 60%となるように変化させた。 




Table S7−1. プローブの質量の理論値と実験値 
プローブ 化学式 理論質量（[M]+） 実験値（[M]+） 
P1 C82H105N30O20S 1861.78 1861.79 
P2 C83H107N30O20S 1875.80 1875.75 
P3 C84H109N30O20S 1889.81 1889.70 
P4 C85H111N30O20S 1903.83 1903.86 

















































































P1 の吸収スペクトル P2 の吸収スペクトル 



















































1. 本博士研究で開発した合成分子と RNA二重鎖の相互作用解析 










本博士研究で開発した Py-AA-TO（第二章）は、オーバーハング構造という siRNA に特徴的な













第二章で開発した Py-AA-TO は、オーバーハング 2 塩基という分子認識の標的として難しい構
造へ選択的に結合する合成分子を開発するという分子認識の化学的なチャレンジ精神と、医薬と
して本来の姿と機能を有するナチュラルな siRNAをラベル化する目的に開発した分子である。Py-











を、電荷中性の PNA を用い、かつ TO 部位のインターカレーションを併用することで達成した。
Py-AA-TOは TO 部位のインターカレーションに伴い明瞭な light-up（オフ－オン）応答を示した。




結合の大部分は TO 部位の寄与によるものであることが示唆された。一方他の RNAへの非特異結















は、その後最近の報告で同程度の kon が他のグループによって報告されている（Hnedzko et al., in 






られた結果から、PNA−dsDNA 三重鎖は PNA−dsRNA 三重鎖と比較して、DNA 鎖を含むために相
対的に不安定化し、かつ大きな構造変化とエネルギー的に不利な会合過程を示すことを明らかに
した。従来の TFO（三重鎖形成オリゴヌクレオチド）の三重鎖形成反応との比較も議論に含める










































成 PNA の基礎的データ研究を刺激する結果になると考えている。 
 
第五章では、三重鎖形成 PNA の結合特性を生かし、RNA 二重鎖を配列選択的に検出する蛍光





























対する結合親和性を落とすことを目的に、TO 擬塩基と PNA 骨格をアルキルリンカーで連結した


























入する手法を用いて、ピリミジン－プリン塩基対含有 RNA 二重鎖に強く結合する短い tFIT プロ
ーブを開発した。設計したわずか 6塩基長の tFIT プローブは、ピリミジン－プリ塩基対を含む配
列に 100 nM以下の解離定数で強く結合することを示した。これは TO擬塩基を活用し（第五章）、
かつプロピルリンカーで TO 擬塩基を連結することで（第六章）はじめて達成できる結果であっ








標的を一本鎖 RNA とした場合には一つの特異的標的配列を決めることが難しいが、標的が RNA
二重鎖をとるという制約の中では、ある RNA 種の中で一つの特異的な配列を見つけることが可




















のような非常に特徴的な構造を狙った分子で報告されているのみで（Laguerre et al., 2015）、RNA
二重鎖を狙ったものとしては事実上ない。Py-AA-TO を用いて siRNA という特定の RNA 二重鎖
を選択的に可視化できたことは、従来法とは一線を画した全く新しい RNA イメージングコンセ
プトを提示できた重要な結果と言える。 






siRNA を解析できる点で画期的である。加えて、キャリア分子との複合体状態にある siRNA のみ
を選択的に可視化するという特性を示すことが分かり、これを活用すればキャリア分子に強く依
存するデリバリー効率と siRNAのサイレンシング活性をきちんと相関付けてデリバリー解析する
ことが可能となる。以上の点において、Py-AA-TO とそれを用いた siRNA デリバリーイメージン
グ解析法の開発は、RNAイメージングの新しい分析化学的応用分野を開拓した成果と言える。今
後は siRNA に特化したキャリア分子を開発する研究開発において、Py-AA-TO が活躍することが
できると考えられる。合成 RNA と比較して Py-AA-TO は安価にかつ大量に用意できる点も重要







Py-AA-TO を用いたラベル化法は、解析対象となる siRNA がオーバーハング塩基を有すること
を前提としている。一方で、オーバーハング塩基を持たない siRNA（blunt-ended siRNA）や（Paddison 
et al., 2002）、オーバーハング塩基の代わりに塩基類縁体を導入した siRNA（Ueno et al., 2008）な
ども開発されており、一本鎖状態で導入しても RNAi機構を誘発する siRNA（Lima et al., 2012; Yu 




がどの程度あるか（残っているか）を、細胞から抽出した RNA の中から siRNA を検出すること
で定量できる可能性もある。従来細胞内の siRNA の定量には、アンチセンス鎖（標的 RNA と相
補的な配列を持つ方の鎖）を PCR等で定量する、という手法が用いられてきた（Liu et al., 2009）。




らいの割合の siRNAが RNA干渉を誘発したのか（誘発には siRNA の二重鎖構造が解かれなけれ
ばならない）という全く新しい視点で siRNAを解析できるであろう。もちろん、これを成しうる




RNA干渉が 1998年に報告され（Fire et al., 1998）、2001年に siRNAが RNA 干渉を誘発できる



















（Ago2）の PAZ ドメインと RNA 二重鎖との相互作用解析は、2003 年から 2004 年に報告されて
いる（Lingel et al., 2004; Ma et al., 2004; Lingel et al., 2003）。リコンビナント Ago2と siRNAが RISC
を形成することが 2005年には報告されている（Rivas et al., 2005）。2012年には真核生物のArgonaute 
2（Ago2）の結晶構造が報告され（Elkayam et al., 2012; Nakanishi et al., 2012; Schrle and MacRae, 2012）、
2014年には miRNA（短い一本鎖 RNA）を取り込んだ miRNA−Ago2 複合体の結晶構造も報告され
ている（MacRae et al., 2014）。結晶構造が得られている点は重要で、今後 in silico でより効果的に
Ago2 と相互作用できる siRNA を設計できる（おそらく製薬会社ではそうした視点で siRNA 開発
を既に行っている）。例えば PAZドメインと siRNAオーバーハング塩基の相互作用を MD計算で
調べる（Lee et al., 2007）、なども可能である。もし siRNA−Ago2複合体を可視化できれば、siRNA








陽電子放出断層撮影（PET: positron emission tomography）や核磁気共鳴画像法（MRI: magnetic 
resonance imaging）、単一光子放射断層撮影（SPECT: single photon emission computed tomography）
















のない世界初の分子である。従来の TFO を用いた場合と比較すると、tFIT プローブは（1）三重
鎖が熱的に圧倒的に安定、（2）速い会合速度により迅速な蛍光応答を示す、（3）DNA二重鎖より
も RNA 二重鎖選択的、という三重鎖形成 PNA 骨格を利用したからこそ獲得できた特性を発揮し
た。さらに蛍光色素をプローブ 1 分子あたり 1 つ含む分子としては、世界最高の輝度を示した。
TO 擬塩基と PNA 骨格を連結するアルキルリンカーを伸長し、プロピルリンカーを用いると、プ
ローブの結合親和性と蛍光応答を向上させることができることも見出し、RNA一本鎖よりも RNA





あり、今後進んでいく道でもある。tFIT プローブは RNA 二重鎖を配列選択的に検出するプローブ
として、例えば RNA 構造解析に利用できると考えられる。リボソーム RNA やトランスファー
























RNA 二重鎖を狙う応用という点は、tFIT プローブだけではなく、三重鎖形成 PNA にも言える
ことで（第三章と第四章）、RNA 二重鎖を狙うという新しいアンチセンス機構を提案できるかも





RNA の機能を正しく理解するためには、生理条件下でとっている RNA の構造をそのままとら
えることが重要である。本プローブは現在の分子設計では pH 酸性条件下でしか結合できない点
は解決すべき大きな課題である。その原因は天然シトシン塩基を組み込んでいることにあるため、
適切なシトシンの改変体をプローブに組み込むことで（Devi et al., 2014; Zengeya et al., 2012）、細




し限界がある。例えば RNA と二重鎖を形成して TO 部位が光る ECHOプローブでは、細胞内に極
めて多量存在するポリ A 鎖を持った mRNA（細胞内濃度：10−6−10−3 M）に対しては蛍光強度と
RNA濃度に線形性が見られる（Wang et al., 2012）。また、RNA をイメージングした先行研究では、





2015; Yoshimura et al., 2012; Tyagi and Alsmadi, 2004）。このことから、発現量が多い RNA を狙う場




















エラーでやっていくほかないと思われる。RNA 二重鎖構造を狙うことが RNA を標的にする上で
重要であるほど、データベースの構築・整備と配列設計のためのデータの蓄積は重要である。例
えば、RNASTRAND という解析済みの RNA 二次構造がまとめられたデータベースが現在運用さ
れている（Andronescu et al., 2008）。 
1991年に PNAが初めて報告され（Nielsen et al., 1991）、二重鎖形成、三重鎖形成反応が調べら
れてきたが、2010年に RNA 二重鎖と安定な三重鎖を形成する（Li et al., 2010）、という新しい結
合特性が報告されたことは驚きであった。ここ5年でRoznersらのグループは、中性pHでHoogsteen
塩基対を形成できるシトシン改変体（Zengeya et al., 2012）、細胞膜透過性を向上させるペプチドコ





めの研究を急速に進めている。実際に 2016 年には、ベクターで発現させた mRNA 上のヘアピン
二重鎖構造へ三重鎖形成 PNAが結合することで、タンパク質の翻訳が阻害されることを、杉本ら
との共同研究で報告している（Endoh et al., 2016b）。Chenらのグループも塩基改変体を独自に開発
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